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1 Einleitung
„Alles, was du siehst, wird die alles lenkende Natur bald verwandeln
und aus diesem Stoff andere Dinge schaffen und aus deren Stoff wiederum
andere, damit die Welt immer verjüngt werde.“
– Marc Aurel.
Die zunehmende Knappheit von landwirtschaftlich nutzbarem Boden, die Herausfor-
derungen des Klimawandels und des Bevölkerungswachstums, aber auch des Umwelt-
und Ressourcenschutzes machen ein Umdenken in der Produktion von Nahrungsmit-
teln wie auch von hochwertigen Chemikalien nötig. Die Gentechnik ist eine Methode
mit großem Potenzial, jedoch ist sie im Bezug auf die Biosicherheit nicht immer erste
Wahl.
Nahrungsinhaltsstoffe und -ergänzungsmittel können alternativ zum Feld auch in
biotechnologischen Anlagen produziert werden. Diese Anlagen sind im Gegensatz zu
auf dem Feld stapelbar, können grundsätzlich unter der Erde betrieben werden und
haben keinen Einﬂuss auf die landwirtschaftlich nutzbare Fläche. Sie sind unempﬁnd-
lich gegen abträgliche klimatische Einﬂüsse und gegen Schädlingsbefall: Ernteausfälle
können so vermieden werden.
Ein sehr gut geeignetes System zur Produktion von Biomasse sowie wertvollen In-
haltsstoffen (Metaboliten) sind pﬂanzliche Haarwurzeln, sogenannte hairy roots. Diese
entstehen durch Infektion mit einem Pﬂanzenpathogen, Agrobacterium rhizogenes. Na-
türliche Haarwurzeln sind aus der Infektionsstelle herauswachsende Adventivwurzeln,
die nicht nur genetisch stabile Organverbände, sondern dazu auch unabhängig von der
Mutterpﬂanze heterotroph lebensfähige Gewebe darstellen. Diese können in Laboren
oder industriellen Reaktoren ohne Hormonzusatz kultiviert werden. Gleichzeitig mit
der Infektion der Pﬂanze durch Agrobakterien kann auf diesem Wege eine gewünschte
genetische Veränderung im Pﬂanzengenom vorgenommen werden, sodass zusätzliche
Eigenschaften vermittelt werden können.
Veränderungen des gesamten pﬂanzlichen Metabolismus stehen mithilfe dieser Kul-
turen offen, denn geeignete Fütterung oder Kultivierungsbedingungen, aber auch
genetische Eingriffe können die Metabolitzusammensetzung verändern. Die Bedin-
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gungen für chemische Reaktionen in Lebewesen und lebendigen Kulturen sind meist
milder als bei herkömmlichen chemischen Verfahren, was die Energiekosten senkt. Die
Ausgangsstoffe sind in der Regel natürliche Substanzen oder Mineralien und damit
günstiger als chemische Grundstoffe. Die Reinheit, vor allem die Isomerenreinheit, ist
oft deutlich besser als diejenige chemischer Produktion, da zu jedem chiralen Zentrum
nicht beide Isomere, sondern nur das jeweils gewünschte produziert werden. Dadurch
entfällt eine Isomerentrennung und eine kostenintensive Reinigung. Die Abfallstoffe
einer natürlichen oder naturnahen Produktion sind in der Regel ungiftig und treten in
geringerem Umfang auf, da die Ausbeute in gut ausgelasteten Biosynthesekomplexen
oft sehr hoch ist. Die in diesem Zuge ebenfalls erzeugte Biomasse kann außerdem zur
Energiegewinnung oder als Futter genutzt werden.
Gentechnik kann die chemische Synthese von wertvollen Metaboliten unterstützen oder
sogar ersetzen, dabei bietet sie mannigfache Vorteile: vom Eingriff in einzelne Reaktio-
nen bis zur Erschließung völlig artfremder Metabolite durch Darstellung kompletter
Biosynthesewege (Bock, 2014). Da eine Freilandexposition dieser Pﬂanzenorgane nicht
erfolgen soll, sondern die Kulturen in isolierten Behältern gezüchtet werden, können
gentechnisch veränderte Organismen sicherer eingesetzt und ihrer Ausbreitung recht
einfach Einhalt geboten werden.
Es ist bereits möglich, ganze Pﬂanzen gentechnisch so zu verändern, dass mehrere
wertvolle Metaboliten angereichert werden, wie Naqvi et al. (2009) demonstrieren: Sie
haben eine Multivitamin-Maissorte erzeugt, die bis zu 59,3μg/g β-Carotin (Provita-
min A), 106,9μg/g Ascorbinsäure (Vitamin C) und 1,9μg/g Folsäure (Vitamin B9) in
der Trockenmasse enthält. Das entspricht dem 169-fachen, 6,1-fachen und doppelten
Gehalt dieser Stoffe in unverändertem Mais. Aber diese Pﬂanzen müssen konventionell
auf Feldern angebaut werden und bieten keine gute Biosicherheit, weil sie durch Wind
bestäubt werden und so Pollen in die Umwelt gelangt.
Die biotechnologische Kultivierung von Zellkulturen von Salbei (Haas et al., 2014) und
Sonnenblume (Haas et al., 2008) in Bioreaktoren ist bereits mehrfach gelungen, selbst
mit der Option einer Belichtung (Geipel et al., 2014; Socher et al., 2014). Haarwurzel-
Kulturen könnten in diesen Systemen ebenso kultiviert werden, bieten jedoch gegen-
über Kallus, also undifferenzierten Zellen, die Vorteile von Organsystemen. Solche
Kulturen benötigen zu ihrer Vermehrung weder Felder noch eine geschlechtliche
Fortpﬂanzung, sodass die Biosicherheit höher ist. Ob die Nutzung von Bioreaktoren
energetisch günstiger ist und ob Hemmnisse in der Industrie abgebaut werden können,
wurde in Hueske et al. (2015) untersucht.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Möglichkeiten gentechnisch veränderter Haar-
wurzeln aus Sonnenblume in Bezug auf eine Metabolitproduktion in einem Bioreaktor
zu bewerten. Es geht weniger um die molekularen Mechanismen, sondern um die spä-
tere Übertragung in einen Produktionsmaßstab. Dennoch soll dabei erforscht werden,
ob günstig gewählte Kultivierungsbedingungen helfen, den Ertrag der Modellsubstanz
α-Tocopherol weiter zu verbessern. Deswegen wird als Zielgröße auch eine möglichst
hohe α-Tocopherol-Ausbeute, bezogen auf die Biomasse, gewählt. Die genauen Kulti-
vierungsbedingungen, welcher Reaktortyp eingesetzt, welche Temperatur und welche
genaue Medienzusammensetzung zur Kultivierung genutzt wird, wird an anderer
Stelle vorgenommen (Geipel et al., 2014).
Die Einjährige Sonnenblume (Helianthus annuus) ist eine Pﬂanze, die weltweit häuﬁg
auf Feldern angebaut wird, weil ihr Öl in der Nahrungsmittelindustrie und vom
Endverbraucher eingesetzt wird. Ihre Samen werden zu Tierfutter und Öl verarbeitet,
welches mehrfach ungesättigte Fettsäuren und vor allem α-Tocopherol enthält (Ško-
ric et al., 1999). Für die vorliegende Arbeit wurde, weil Kalluskulturen vorhanden
waren und ein gewisser Erfahrungsschatz vorlag, die Sonnenblume als Modellpﬂan-
ze ausgewählt. Es gibt viele positive Beispiele für Experimente, die Transgene in
Sonnenblume eingeschleust haben (u. a. Espinasse-Gellner, 1992; Everett et al., 1987;
Malone-Schoneberg et al., 1991; Schrammeijer et al., 1990).
Laparra et al. (1995) geben jedoch zu Protokoll:
It is obvious that some key factors implicated in the complex process of
regenerating a fertile plant from a transgenic cell are difﬁcult to master in
this species1. It is not known which factors precisely are at the origin of the
difﬁculties, but genotypic and physiological effects certainly ﬁgure on the
list.
– Haarwurzeln sind zwar keine regenerativen und fertilen Pﬂanzen, aber immerhin ein
Organsystem mit seinem Wechselspiel von genotypischen und physiologischen Eigen-
schaften. Dies macht die Erzeugung transgener Haarwurzeln mit den gewünschten
Eigenschaften zur Herausforderung.
1Sonnenblume, Anm. des Autors
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2 Theoretische Grundlagen
„If an interstellar traveller arrived on our planet to analyse the organisms
in it, it would probably eventually describe plants as ‘living things that ﬁx
star photon energy in green corpuscles and produce organs that harbour
those corpuscles exposed to light and air, in a protected environment, or
bring water and other inorganic substances from the substrate to them.’“
– Lopez-Juez und Pyke (2005).
Die Kultivierung isolierter Tomatenwurzeln auf hormonfreiem Medium geht schon
auf die Arbeiten von White (1934) in den frühen dreißiger Jahren zurück, dieses
System wurde dann in den frühen und mittleren Achtzigern durch die Nutzung von
Haarwurzeln deutlich verbessert (u. a. Tepfer und Tempé, 1981). Danach war die
genetische Veränderung mittels künstlicher T-DNA möglich (u. a. Koncz und Schell,
1986), und hierauf schließlich beruht diese Arbeit.
2.1 Haarwurzeln
Der Name hairy root wurde von Stewart et al. (1900) vorgeschlagen.2 Es handelt sich
um Adventivwurzeln, die nach Infektion mit Agrobakterien nahe der Infektionstelle –
oft Wurzelhals oder andere Läsionen in Bodennähe – gebildet werden. Haarwurzeln
wachsen schnell und sind genetisch stabil (u. a. Baíza et al., 1999; Giri und Narasu,
2000; ten Cate et al., 1987), was sie von Pﬂanzenzell- wie Kalluskulturen unterscheidet
(Haas, unpubliziert) und was sie in Bezug auf den Verlust von Eigenschaften deutlich
besser vorhersagbar macht. Sie können ohne grüne Pﬂanzenteile unbegrenzt weiter-
wachsen (u. a. Nilsson und Olsson, 1997; Ron et al., 2014), verzweigen sich häuﬁg
und können wie in-vitro- oder in-vivo-kultivierte Wurzeln wurzelspeziﬁsche Stoffwech-
selwege abbilden (Flores und Curtis, 1992; Flores und Filner, 1985). Das macht sie
zum idealen Organismus zur Biomasseproduktion und zur Produktion von wertvollen
Pﬂanzeninhaltsstoffen (Flores et al., 1988; Signs und Flores, 1990). Außerdem sind sie
durch biotischen und abiotischen Stress elizitierbar, sodass zusätzlicher Einﬂuss auf
natürliche und künstlich produzierte Metaboliten genommen werden kann (Guillon
et al., 2006).
2In dieser Arbeit wird die Übersetzung „Haarwurzel“ genutzt.
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Eigenschaften
Haarwurzeln sind normalen Adventivwurzeln anatomisch gleich und bilden sich wie
diese aus Spross- oder Hypokotylgewebe. Haarwurzeln aus Solanum lycopersicum ent-
halten eine Zellschicht mehr als normale Adventivwurzeln, sind aber sonst anatomisch
nicht zu unterscheiden (siehe Abbildung 2.1 auf der nächsten Seite, Ron et al., 2014).
Oft folgen sie nicht dem positiven Gravitropismus (Guillon et al., 2006), es gibt aber
auch Wurzeln, die das ebensowenig tun.3
Ansätze wie Lebens- oder Jahreszyklus, wie sie von allen Pﬂanzen bekannt sind,
können bei Haarwurzeln nicht ohne Weiteres angewandt werden. Stattdessen werden
die pﬂanzlichen Zellkulturen in Wachstumsphasen eingeteilt, die von mikrobiellen
Kulturen bekannt sind.4 Im Gegensatz zu Einzelzellkulturen oder Kallus liegen hier
aber Organkulturen vor, also Zellen im Verband. Einzelne Zellen können somit auch
nicht als die Individuen betrachtet werden, die zur Modellierung des Wachstums von
Mikroorganismen oder Zellkulturen nötig sind.
Wurzeln haben eine Wachstums- und eine Elongationszone, in der sich makroskopi-
sche Veränderungen beobachten lassen, außerdem einen Entwicklungsabschnitt, in
dem Seitenwurzeln gebildet werden. Sie können in ein sekundäres Dickenwachstum
übergehen, wobei ein Kambiumring reembryonalisiert wird, der sich von einem stern-
zu einem zylinderförmigen Querschnitt umwandelt. Nach innen wird dann sekundäres
Xylem, nach außen sekundäres Phloem gebildet. Bei Eukalyptus-Haarwurzeln konnte
dieses Dickenwachstum gezeigt werden (Plasencia et al., 2016), sodass möglicherweise
alle Haarwurzeln diese Fähigkeit besitzen. Bei den hier erzeugten Sonnenblumen-
Haarwurzeln konnte niemals sekundäres Dickenwachstum beobachtet werden, sodass
über den physiologischen Zustand nur die Länge der Elongationszone, der Wurzel-
haarzone und eventuell Verfärbungen oder Verdickungen Auskunft geben können. Zur
Vereinfachung wird daher im Folgenden angenommen, dass die Haarwurzeln kein
physiologisches Alter haben.
2.2 Agrobacterium rhizogenes
Agrobacterium rhizogenes ist ein bodenbürtiges α-Proteobakterium, welches die Haar-
wurzelkrankheit bei Pﬂanzen hervorruft (Hildebrand, 1934). Diese Krankheit ist im
Gegensatz zu der Symbiose mit Knöllchenbakterien zum alleinigen Nutzen des Bakte-
3zum Beispiel Atemwurzeln in Mangroven oder Luftwurzeln bei Orchideen
4lag-, log-, stationäre und Absterbephase
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Abbildung 2.1: Die Zahl der Rindenschichten unterscheiden sich zwischen Adventiv- und Haarwur-
zeln. Die Querschnitte zeigen eine Adventivwurzel von Tomate (S. lycopersicum cv M82) (A) und
eine aus dieser Pﬂanze mittels Transformation mit A. rhizogenes erzeugte Haarwurzel (B). C1 bis C4
. . . Rindenschichten 1 bis 4; En . . . Endodermis; Ep . . . Epidermis; P . . . Perizykel. Maßstab = 100μm (aus
Ron et al., 2014).
riums ausgelegt: Die Pﬂanze bildet sehr feingliedrige Adventivwurzeln und produziert
aus α-Ketosäuren und Aminosäuren Opine (N-Carboxyethyl-Aminosäuren), die in den
Wurzelraum abgegeben werden und der Ernährung des Bakteriums dienen. Agrobak-
terien besitzen ein Ti- (tumor-inducing, A. tumefaciens) oder Ri-Plasmid (root-inducing,
A. rhizogenes), das zur Infektion und Ausprägung der physiologischen und morpholo-
gischen Veränderungen notwendig ist.
2.2.1 R-DNA
Das für Tumorbildung bekannte Pﬂanzenbakterium Agrobacterium tumefaciens besitzt
eine so genannte T-DNA, die aus einem Ti-Plasmid ausgeschnitten, in die Pﬂanzenzelle
transportiert, dort stabil in das Genom integriert und bei Zellteilungen weitergegeben
wird. Sie wird von zwei konservierten Bereichen begrenzt, der left und der right
border, an denen der Schnitt erfolgt. Die Produkte der inserierten Gene sorgen für die
pﬂanzliche Produktion und Sekretion von Opinen (opn), sowie für die Ausbildung
von Tumoren (tmr und tms). Das Produkt von tmr ist eine Isopentenyl-Transferase und
produziert Isopentenyl-Adenosin-5’-Monophosphat, ein Cytokinin. Die Produkte von
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tms1 und tms2 sind eine Tryptophan-2-Monooxygenase bzw. eine Indol-3-Acetamid-
Hydrolase und produzieren gemeinsam Indol-3-Essigsäure (IAA), ein Auxin. Durch
die gesteuerte Einstellung des Auxin- und Cytokinin-Levels wird der kallöse Tumor
induziert.
In A. rhizogenes existiert ein entsprechendes DNA-Stück, die R-DNA. Sie ist in zwei
etwa 15 bis 20 kbp lange Teile, die Tl-und Tr-DNA, unterteilt, zwischen denen ein
etwa ebenso langes DNA-Stück liegt. Dieses wird nicht in das Genom integriert (White
et al., 1985). Es zeigte sich, dass die Gene auf der Tl-DNA zwar zum Teil funktionell
mit den tmr-Genen verwandt sind, es dort aber deutlich mehr und unterschiedliche
Gene (18 ORFs, Slightom et al., 1986) gibt, die zu den rol-Genen (von root locus)
zusammengefasst wurden. In Abbildung 2.2 ist ein Schema dargestellt.
rolA rolB rolC rolD tms2 tms1 opn
TL-DNA TR-DNA
Abbildung 2.2: Schema einer R-DNA (nach White et al., 1985). Dreiecke . . . left und right border der
Tl-bzw. Tr-DNA; rolA, rolB, rolC, rolD . . . wichtigste rol-Gene; tms2 und tms1 . . . kodieren für Auxin-
produzierende Enzyme; opn . . . Produkte kodieren für die Opin-Synthese. Skizze nicht maßstäblich.
Zwar kann die Tl-DNA allein die Haarwurzel-Bildung herbeiführen und die dort
lokalisierten Gene werden immer in Haarwurzeln gefunden, jedoch sorgt die Auxin-
Produktion der Produkte der Tr-DNA für eine verbesserte Virulenz.
Die Vielgestaltigkeit der rol-Gene lässt sich ableiten, da die Differenzierung zu Late-
ralwurzeln (Haarwurzeln) im Vergleich zu kallösem Tumor deutlich komplexer ist.
Dabei sind die Funktionen einiger rol-Gene näher untersucht (Nilsson und Olsson,
1997) und vier (rolA-D) als die wichtigsten identiﬁziert worden (White et al., 1985).
Aus Platzgründen wird hier nur die Funktion der Genprodukte von rolB und rolC
dargestellt: rolB kann Auxine aus Indolglykosiden spalten (Estruch et al., 1991b), rolC
hydrolysiert Cytokinine aus Cytokinin-n-Glykosiden (Estruch et al., 1991a). Obwohl
Cytokinine das Wurzelwachstum hemmen (Mazarei et al., 1998; Pavlova et al., 2014;
Schmülling et al., 1988), wachsen Haarwurzeln aufgrund der beiderseitigen Wirkung
von rolB und rolC, denn das Auxin-Cytokinin-Verhältnis wird geeignet eingestellt
(Estruch et al., 1991a,b).
2.2.2 Transformation von Pﬂanzengeweben
Grundsätzlich gibt es mehrere Möglichkeiten, Pﬂanzenzellen mit fremden Genen zu
transformieren: Protoplastentransformation, die Nutzung einer Partikelkanone oder
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die Kokultivierung mittels Agrobakterium. Laut Laparra et al. (1995) zeigt jedoch nur
die letzte Methode dauerhafte Expression der Transgene. Bock (2014) haben dagegen
Plastiden mit einer Operon-ähnlichen Struktur transformiert und gute Ergebnisse
erzielt.
Die Anlagerung von Agrobakterien an die Pﬂanzenzelle geschieht als erster Schritt
und umfasst unter anderem die Ausbildung eines acetylierten, sauren Polysaccharids
(attR-Lokus5) und von Zellulosefasern durch bakterielle cel-Gene. Die Anlagerung ist
nicht notwendig, um eine Pﬂanzenzelle erfolgreich zu transformieren, aber erhöht den
Erfolg deutlich (eine Übersicht bietet Gelvin, 2000).
Gerät ein Agrobakterium in die Nähe einer verwundeten Pﬂanzenzelle, induzieren
mechanisch oder durch Glycosidasen abgespaltene Zellwandbestandteile6 sowie pheno-
lische Substanzen, zum Beispiel Acetosyringon (Stachel et al., 1985), die Transkription
des vir-Regulons. Acetosyringon induziert die Phosphorylierung des VirA-Proteins,
einer Sensorkinase in der Membran (Jin et al., 1990a,b), welches wiederum VirG,
ein DNA-bindendes Protein und Transkriptionsfaktor, phosphoryliert. Dies aktiviert
die Expression des Gens für das virD2-Protein. Dieses Protein schneidet das Ti-Plas-
mid in den border-Regionen und bleibt mit dem 5’-Ende des resultierenden DNA-
Einzelstranges verbunden (u. a. Howard et al., 1989).
Mittels einer durch verschiedene bakterielle Proteine gebildeten Pore wird dieses
Einzelstrangmolekül in die Pﬂanzenzelle transportiert und in den Zellkern geleitet.
Dort ﬁndet die Integration mittels illegitimer Rekombination an einer geeigneten Stelle
des Pﬂanzengenoms statt, wobei das an virD2 gebundene 5’-Ende fast ohne Verluste
eingebaut wird (Rossi et al., 1996; Tinland et al., 1995). Das 3’-Ende wird jedoch
unter Verlusten vermutlich durch einen pﬂanzlichen DNA-Reparaturmechanismus ins
Genom eingebaut. VirE2 bindet den T-DNA-Einzelstrang und scheint großen Einﬂuss
auf die Vollständigkeit des integrierten Abschnittes zu haben (Rossi et al., 1996).
Die Integration scheint bevorzugt dort aufzutreten, wo DNA kaum verpackt vorliegt,
also in aktiv transkribierten oder replizierten Regionen (Herman et al., 1990; Koncz
et al., 1992). Zellen zwischen G0- und G1-Status konnten weder transient noch sta-
bil transformiert werden, in der M-Phase wurde nur eine transiente Transformation
beobachtet. Sobald DNA denaturiert ist, weil Zellen ihre DNA replizieren und transkri-
bieren (S- und G2-Phase), tritt transiente und stabile Transformation auf. Die T-DNA
kommt in der Pﬂanzenzelle auch doppelsträngig vor und ist nur in diesem Zustand
5Dies ist nicht dieselbe attachment site, die im Rahmen des Gateway-Systems® zur Rekombination des
Transgens in die Eingangs- oder Zielplasmide verwendet wird.
6wie Monosaccharide oder Galakturonsäure (Ankenbauer und Nester, 1990)
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zur Expression geeignet (Narasimhulu et al., 1996). Ob jedoch das Einzel- oder das
Doppelstrangmolekül integriert wird, ist nicht ganz klar.
Die Transformierbarkeit mittels Agrobakterium ist für jede Pﬂanzenart und sogar
-sorte unterschiedlich, was Zeitpunkt und Gewebe betrifft (Gelvin, 2000). Obwohl der
Wundverschluss durch Kallus oder Suberin eine Transformation verhindern und die
Induktion der Transformation durch Zellwandbestandteile damit zurückgehen sollte,
sind zum Beispiel Tomaten deutlich länger als andere Pﬂanzen transformierbar, sodass
diese beiden Faktoren für eine geringe Transformierbarkeit nicht allein verantwort-
lich sein können (Davis et al., 1991). Auch eine starke Gewebeabhängigkeit wurde
beobachtet, wobei vor allem dedifferenzierende Zellen (in der Wurzel liegen diese
im Perizykel) anfällig sind (de Kathen und Jacobsen, 1995; Sangwan et al., 1992). Die
Suszeptibilität kann auch durch Behandlung mit Pﬂanzenhormonen erhöht werden
(u. a. Akama et al., 1995). Das deckt sich mit den Erkenntnissen zum Zellzyklus der zu
transformierenden Zelle.
Nutzt man zur Transformation und zur genetischen Veränderung mittels eines künstli-
chen Plasmids Agrobakterium, so können zwei Herausforderungen auftreten: Einer-
seits eine chimäre Expression der Zielgene, das heißt manche Zellen im Verband sind
transgen, andere jedoch nicht, andererseits können genau die Zellen transformiert
werden, die nicht in der Lage sind, ein Gewebe zu regenerieren, also sich zu teilen.
Wenn zudem die Haarwurzel- und die Transgen-Eigenschaft getrennt transformiert
werden (das Ri-Plasmid und das künstlich erzeugte Zielplasmid sind unterschiedli-
che Moleküle) und beide für eine transgene Haarwurzel übertragen und ausgeprägt
werden müssen, muss der Erfolg besonders sichergestellt werden. In der vorliegenden
Arbeit wird dieses Problem auf zwei Arten in Angriff genommen: Die Selektion wird
mittels eines Antibiotikums durchgeführt, sodass alle nichttransformierten Zellen
eliminiert werden und so auch eine chimäre Expression verringert wird. Sind das
zu viele oder die falschen Zellen, kann jedoch keine dauerhaft lebensfähige Kultur
entstehen (die zweite Selektion). Die Nutzung von A. rhizogenes führt nämlich neben
der bloßen Transformation von Genen auch zur Erzeugung von Haarwurzeln, welche
Organsysteme sind. Zellen, die nur die Haarwurzel-Eigenschaft haben, sind nicht
Hygromycin-resistent und sterben; Zellen, die nur Hygromycin-resistent sind, also nur
die Transgen-Eigenschaft haben, können keine dauerhaft lebensfähigen Haarwurzel
hervorbringen.
Nacry et al. (1998) und Wang (2008) berichten im Gegensatz zu den in 2.1 auf Seite 5
beschriebenen Aussagen, dass eine T-DNA-Insertion massive chromosomale Umord-
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nungen hervorrufen kann: Das reicht von Deletionen über Translokationen bis hin zu
verringerter Expression oder verändertem Spleißen.
2.3 Auswahl der Sonnenblumen
Die Asteraceae sind die größte Pﬂanzenfamilie der Welt7, sie leben auf nahezu jedem
Kontinent, in fast allen Ökosystemen (Semple et al., 2009) und haben vielfältige
Wachstumsformen.
Helianthus annuus, die „Einjährige Sonnenblume“, ist eine Pﬂanze mit komplexem
und großem Genom (3,5 · 109 bp, Baack et al., 2005), das außerdem 81 % repetetive
Elemente enthält (Staton et al., 2012). Obwohl sie eine wichtige Kulturpﬂanze ist (Putt,
1997), ist das Genom gerade erst ermittelt, aber noch nicht annotiert (Kane et al., 2011).
Sonnenblumen können sich zum Teil untereinander kreuzen (Arias und Rieseberg,
1994), was sich in ihrem Grad der Sortenbildung abzeichnet, und haben daher zum
Teil deutlich unterschiedliche morphologische Merkmale (Burke et al., 2002).
Laut Kamal-Eldin und Andersson (1997) und Nolasco et al. (2004) enthalten Sonnenblu-
men generell viel Vitamin E (Tocopherol). Velasco et al. (2004) haben das Keimplasma
von 36 wild-wachsenden Sonnenblumen-Spezies auf den Tocopherolgehalt und dessen
Zusammensetzung untersucht. Dabei zeigte sich, dass über alle Bestimmungen hinweg
ein durchschnittlicher Gehalt von 328mg/kg Samen vorlag; 99 % davon war α-Tocophe-
rol, die für den Menschen aktivste Variante (siehe Tabelle 2.2 auf Seite 17), 0,7 % waren
β-, 0,3 % γ-Tocopherol. Die Spezies H. maximilianii Schrad. zeigte mit 673mg/kg den
höchsten Gesamt-Tocopherolgehalt unter allen wild-wachsenden Arten.
In kultivierten Sorten war der Gesamt-Tocopherolgehalt etwa doppelt so hoch wie
in den wild-wachsenden: 669mg/kg Samen, davon 92,4 % α-, 5,6 % β- und 2 %
γ-Tocopherol. Unter den zur Ölgewinnung gezüchteten einjährigen Sonnenblumen
zeigte die Sorte „Iregi“ aus Ungarn einen Gesamt-Tocopherolgehalt von 16,2 % im
unverseifbaren Anteil des Öls (Kurnik, 1966). Diese Maßzahl ist zweifellos schwierig
zu interpretieren, da die Untersuchung einerseits sehr alt und andererseits auf die
Sorten der Sowjetunion und anderer sozialistischer Länder beschränkt ist. Trotzdem
wurde diese Sorte als Ausgangspunkt für einjährige Sonnenblumen genutzt (siehe
Abschnitt 3.6 auf Seite 40).
7Stevens, P. F. (2001 onwards). Angiosperm Phylogeny Website. Version 13, July 2016, http://www.
mobot.org/MOBOT/research/APweb/
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Es gab einige Ausnahmen, was den Maximalgehalt von β- und γ-Tocopherol betraf,
generell gilt aber, dass normalerweise weniger als 6,5 % β- und weniger als 2 % γ-To-
copherol enthalten sind. δ-Tocopherol wurde in Pﬂanzen niemals nachgewiesen und
publiziert (Stand 2017). Daher kann es als interner Standard für die Quantiﬁzierung
der Tocopherole im Rahmen dieser Arbeit genutzt werden.
2.4 Plastiden
Ein Cyanobakterium, Vorläufer der Plastiden, ist in der Erdfrühzeit, vermutlich vor
1–1,2 Milliarden Jahren, von einem eukaryotischen Organismus aufgenommen worden
(Dyall et al., 2004). Da Plastiden aus einst frei lebenden Prokaryonten hervorgegangen
sind und nun in einer zelluären Einheit leben, mussten die Funktionen verteilt und
neue Kommunikationswege etabliert werden. Die meisten Algenzellen enthalten nur
genau einen Chloroplasten (zum Beispiel Chlamydomonas reinhardtii), die Zelle einer
grünen Pﬂanze enthält jedoch in der Regel zwischen zehn bis knapp über einhundert
Chloroplasten (Waters und Pyke, 2005). Diese müssen sich in der umgebenden Zelle so
vermehren, dass sie diese optimal ausfüllen. Außerdem können sich die Chloroplasten
in andere Plastiden umwandeln, je nach Funktion der umgebenden Zelle (Chromo-
plasten in Blüten und Früchten, Amyloplasten in Wurzeln oder Etioplasten in dunkel-
gehaltenen Blättern, Kleffmann et al., 2006). Biochemisch sind Plastiden in der Lage,
sehr viele Stoffwechselwege durchzuführen (Wise et al., 2006a). Dazu gehören der
Shikimat-Weg für aromatische Aminosäuren, die Reduktion von Stickstoff und die
Synthese von Chlorophyll (Neuhaus und Emes, 2000) sowie der Nicht-Mevalonat-Weg
(Methylerythritol-Weg), ein anaboler Stoffwechselweg für den Isoprenoidaufbau im
Chloroplasten (Rodriguez-Conception und Boronat, 2002), der auch zur Synthese der
Tocopherole notwendig ist. Außerdem dienen Plastiden als Amyloplasten in Statolithen
der Wurzeln als Schwerkraftsensoren.
Plastoglobuli sind kleine Vesikel in Plastiden, in denen viele Membranlipide, Caroti-
noide und Plastochinone enthalten sind. Diese dienen vermutlich zur Membranrepa-
ratur und -neusynthese und als Speicher, haben aber in den diversen Plastidentypen
unterschiedliche Funktionen, einen Überblick liefert Solymosi (2012).
2.4.1 Plastidendifferenzierung
Embryo- und meristematische Zellen enthalten etwa 10–20 Proplastiden, die klein sind
(0,2–1 μm) und über nur geringe Innenoberﬂächen verfügen (Pyke und Leech, 1992;
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Waters und Pyke, 2005). Proplastiden dienen einerseits dazu, grundlegende Moleküle
zu liefern, und andererseits dazu, für Zellen in Entwicklung als entwicklungsfähige
Organellen zur Verfügung zu stehen (Lopez-Juez und Pyke, 2005). Pﬂanzenzellen sind
von den biochemischen Leistungen der Chloroplasten abhängig. Diese sind linsenför-
mig, 5–10 μm im Durchmesser und 3–4 μm dick. In Wurzeln kommen Amyloplasten
vor, die Stärkeeinlagerungen enthalten, welche abgebaut werden, um Boden-Stickstoff
zu assimilieren (Neuhaus und Emes, 2000). Weitere Plastidenarten sind Leukoplasten
in Trichomen, die aromatische Öle enthalten, oder Elaioplasten, die Öl in Speicher-
organen wie Samen ansammeln. Abbildung 2.3 zeigt die Plastidenarten und ihre
Differenzierungsmöglichkeiten an.
Abbildung 2.3: Plastiden: Diversität und Um-
wandlungen. Chloroplasten stehen in der Mitte,
um ihre Rolle als Vorläufer aller anderen Plastiden
herauszustellen. Dennoch werden in der Ontogene-
se alle Plastiden von embryonischen Proplastiden
abgeleitet. Aus Lopez-Juez und Pyke (2005).
Proplastiden besitzen etwa 20 Genomkopi-
en, Chloroplasten sogar etwa 100 (Sugiura,
1992). Das bedeutet, dass pro Zelle 400 bis
10 000 Genomkopien des Plastiden enthal-
ten sein können.
Die Differenzierung zu und die Interkon-
version zwischen verschiedenen Plastiden
erfolgt aufgrund genetischer und Umwelt-
faktoren, worunter neben Pﬂanzenhormo-
nen auch Licht- und Ernährungsstatus fal-
len. Interessanterweise können Plastiden ei-
nes Typs auch simultan die Funktion meh-
rerer anderer Plastidentypen ausüben (Wi-
se et al., 2006b), wobei die Fotosynthese jedoch einzig den Chloroplasten vorbehalten
bleibt.
2.4.2 Plastidenimport
Von etwa 3000–7000 im ursprünglichen Cyanobakterium vorhandenen Genen sind nur
noch etwa 100 in den Plastiden verblieben (Timmis et al., 2004), die dort hauptsächlich
für die elementare Fotosynthese und die basale Genexpressionsmaschinerie kodieren.
Sowohl der Zellkern der Mutterzelle als auch plastideneigene Proteine steuern die
plastidäre Genexpression (Lopez-Juez und Pyke, 2005).
Die Gene vieler ursprünglich aus dem Plastiden stammenden Proteine wurden in
den Zellkern der Mutterzelle verlagert. Die Expression einiger wird durch plas-
tidäre Signale (Gray et al., 2003; Strand et al., 2003) und nukleäre Mechanismen
13
2 Theoretische Grundlagen
kontrolliert, zum Beispiel das PetE-Gen in Erbse (Sullivan und Gray, 2002). Die Ex-
pression und Translation in der Mutterzelle implizieren, dass die ursprünglich im
Plastiden gebildeten Proteine nun aus dem Zellplasma der Mutterzelle in die Plasti-
den reimportiert werden müssen, wenn sie dort zur Wirkung kommen sollen. Alle
Proteine der Tocopherol-Biosynthese gehören dazu (siehe Tabelle 2.3 auf Seite 23).
Abbildung 2.4: Plastidenproteinimportvorgänge
und deren Schlüsselkomponenten. Das Modell für
den Toc-Komplex ist konsistent mit den Beobach-
tungen von Schleiff et al. (2003). Sowohl die Be-
teiligung der 14-3-3-Proteine als Import-„Führer“
sowie das Modell für Tic sind hypothetisch; bei-
spielsweise existieren widersprüchliche Daten, ob
Tic110 oder Tic20 die Rolle der Importpore spielt.
Der Transport in die Thylakoide folgt einer der
beiden angegebenen Routen, je nach Protein. Ei-
nige Membranproteine werden zudem spontan
in die Membran integriert. SPP: stromal processing
peptidase, TPP: thylakoid processing peptidase. Aus
Lopez-Juez und Pyke (2005).
Der Chloroplastenimport wird durch die
Nutzung eines Transitpeptids bewerkstel-
ligt, das etwa 20–80AA lang und hydro-
xylgruppenreich ist, positive Ladung be-
sitzt und kaum raumfordernde Aminosäu-
ren trägt (Emanuelsson et al., 2007). Plas-
tiden sind in grünen Landpﬂanzen von
zwei Membranen umschlossen, der inne-
ren und äußeren (inner and outer envelo-
pe), sodass Proteine, die in das Stroma des
Chloroplasten gelangen sollen, über beide
Membranen transportiert werden müssen.
Das wird vom Toc- (translocon of the outer
envelope of the chloroplast) und dem zugehö-
rigen Tic-Komplex (translocon of the inner
envelope of the chloroplast) in der inneren
Membran geleistet (Soll, 2002), im Stroma
spaltet eine Peptidase das Signalpeptid ab.
Ein Transport in die Thylakoidmembran
oder das -lumen erfolgt durch Sec und Tat,
abgeleitete bakterielle Transporter. Dazu gibt es ein weiteres Signalpeptid, C-terminal
vom Transitpeptid, sodass sich ein bipartites Signalpeptid ergibt (Robinson und Bol-
huis, 2001). Die äußere Chloroplastenmembran (outer envelope) ist für Moleküle bis
etwa 10 kDa durchlässig; die innere ist deutlich selektiver und enthält viele Transporter
für den Im- und Export von nieder- und hochmolekularen Substanzen (Flügge et al.,
2011). Abbildung 2.4 zeigt ein entsprechendes Schema.
2.5 Tocopherole
Tocopherole sind eine Substanzklasse, die in fotosynthetisch aktiven Organismen
produziert wird. Sie wurde zuerst von Evans und Bishop (1922) beschrieben, ihre
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Vertreter bestehen aus einer polaren Chromanol-Kopfgruppe und einem gesättigten,
hydrophoben Schwanzteil, sodass das gesamte Molekül amphiphil ist. Tocopherole
werden in die vier Hauptformen δ-, γ-, β- und α-Tocopherol eingeteilt, die sich im Grad
und der Position der Methylierung an der Kopfgruppe unterscheiden (Abbildung 2.8
auf Seite 21, unten rechts). Zusammen mit den Tocotrienolen, bei denen der Schwanzteil
mehrfach ungesättigt ist, gehören sie zu den Tocochromanolen und bilden gemeinsam
die Gruppe der E-Vitamine. In Arabidopsis werden die Tocopherole durch die Produkte
der so genannten VTE-Gene (von vitamin E-deﬁcient) synthetisiert (Syntheseweg siehe
Abschnitt 2.5.4 auf Seite 20).
2.5.1 Vorkommen
In grünem Gewebe von Pﬂanzen sind etwa 10–50μg Tocochromanole pro g Gewebe
enthalten, das meiste davon als α-Tocopherol. Fette und Öle zeichnen sich sowohl
durch weit höhere Gehalte als auch durch deutlich andere Zusammensetzungen
von Tocopherolen aus (DellaPenna, 2005b). Eine Zusammenstellung aus ebendieser
Publikation zeigt, dass insbesondere die Sonnenblume bis zu 700μg Tocopherol pro
Gramm Öl enthält, davon 96% α-Tocopherol (siehe Tabelle 2.1 auf der nächsten Seite).
In grünem Gewebe wurde bei Sonnenblumen bisher kein Gehalt von Tocopherolen
bestimmt und publiziert. Dennoch wurde trotz genetischer Vielfalt und den daraus
resultierenden unterschiedlichen Tocopherol-Gehalten einzelner Arten, Sorten oder
Individuen die Sonnenblume als Modellpﬂanze ausgewählt.
Für die Substanzklasse der Tocopherole gilt in Europa und den USA eine empfohlene
Aufnahmemenge von etwa 10mg pro Tag. „Tocopherole “ (nicht weiter speziﬁziert)
liegen in Europa an dritter Stelle der wichtigsten Vitamine hinter Ascorbinsäure
(Vitamin C, 80mg) und Niacin (Vitamin B3, 16mg).
2.5.2 Funktion im Menschen
Wie bereits eingeführt, bilden die Tocopherole zusammen mit den Tocotrienolen die
Tocochromanole, diese gelten in ihrer Gesamtheit für den Menschen als Vitamin E. α-To-
copherol ist jedoch im Sinne eines Vitamins beim Menschen am wirkungsvollsten, weil
es am besten an das Tocopherol-Transportprotein bindet und so optimal aufgenommen
werden kann (siehe Tabelle 2.2 auf Seite 17, Hosomi et al., 1997). γ-Tocopherol hat
die stärkste antioxidative, jedoch nur geringe Vitaminwirkung. β- und δ-Tocopherol
weisen jeweils mittlere Wirkungsstärken auf (Pongracz et al., 1995).
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Tocopherole und Tocotrienole werden im Menschen mit anderen Fetten und Ölen
aufgenommen und in very low density-Lipoproteine (VLDL) verpackt, wobei insbeson-
dere das α-Tocopherol-Transferprotein (α-TTP) in der Leber α-Tocopherol selektiert
(siehe Tabelle 2.2). Die anderen natürlichen Tocopherole und nicht-natürlichen Iso-
mere werden mit der Galle ausgeschieden (Brigelius-Flohe und Traber, 1999). Der
Tocopherolgehalt in menschlichen Zellen reicht von 2μg/g in Erythrozyten bis zu
150μg/g in Fettgewebe (Bauernfeind et al., 1970), etwa soviel Gesamt-Tocopherol, wie
in Arabidopsis-Samen enthalten ist.
Tabelle 2.2: Relative Afﬁnität verschiedener
Tocopherole und α-Tocotrienol zu α-TTP (Ho-
somi et al., 1997).
α-Tocopherol 100 %
β-Tocopherol 38 %
α-Tocotrienol 12 %
γ-Tocopherol 9 %
δ-Tocopherol 2 %
α-Tocopherol-Acetat 2 %
α-Tocopherol-Chinon 2 %
Es wird diskutiert, ob Tocopherole im Men-
schen über ihre Antioxidativität hinaus eine
Wirkung haben. In Ricciarelli et al. (2002) wird
dargelegt, dass einige Krankheitsbilder wie
Muskelschwäche und nervöse Störungen (Ben
Hamida et al., 1993), Abetalipoproteinämie
(Kayden und Traber, 1993) oder Unfruchtbar-
keit und Fehlgeburten (Evans und Bishop, 1922)
bei Vitamin-E-Mangel auftreten können. Die
Supplementierung mit Vitamin E scheint unter
anderem bei Atherosklerose die Adhäsion von Monozyten ans Endothel (Martin et al.,
1997) und die Plättchenaggreation zu verringern (u. a. Freedman et al., 1996) und
weitere zuträgliche Effekte zu haben (Praticò et al., 1998) sowie bei bestimmten Herz-
krankheiten und einigen Krebsarten zu helfen (Keaney et al., 1999; Sigounas et al.,
1997; Traber und Sies, 1996). α-Tocopherol kann die Proteinkinase C in der glatten
Muskulatur in Blutgefäßen und anderen Zelltypen (Tada et al., 1997; Tasinato et al.,
1995) sowie den 5-Lipoxygenase-Weg hemmen (Devaraj und Jialal, 1999). Letzteres
führt zur verringerten Freisetzung von Interleukin-1β. Die jeweilige Wirkung könnte
über direkte Interaktion von α-Tocopherol auf die Protein-Phosphatase PP2A ausgeübt
werden (Neuzil et al., 2001; Ricciarelli et al., 1998). Vermutlich kann α-Tocopherol
außerdem die Expression des α-Tropomyosin-Gens steigern (Azzi et al., 1998) und
die Genexpression der altersinduzierten Kollagenase (Ricciarelli et al., 1999) und des
Leber-Kollagens α1 (Chojkier et al., 1998) verringern. Diese Funktionen werden noch
erforscht, es wird aber immer wieder beobachtet, dass α- und nicht β-Tocopherol diese
Effekte zeitigt, obwohl beide etwa dieselbe antioxidative Potenz besitzen.
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2.5.3 Funktion in Pﬂanzen
In Pﬂanzen und Grünalgen sind die Tocopherole vor allem in der Thylakoidmembran
lokalisiert (Bucke, 1968; Lichtenthaler et al., 1981; Soll et al., 1985) und dienen dort
dem Schutz vor fotooxidativem Stress. Dazu zählt auch volles Sonnenlicht von etwa
2000μmolm−2 s−1 (Maeda et al., 2006). Werden durch starke Lichteinwirkung Radikale
in den Membranmolekülen gebildet, dann kann die Chromanolgruppe mesomeriesta-
bilisiert ein Wasserstoffradikal (H · ) abgeben und so die radikalische Reaktion stoppen.
Die Regeneration des Chromanols kann durch Ascorbat an der Grenze zum Zytoplas-
ma erfolgen (Munné-Bosch, 2005). Die Abbildungen 2.5 und 2.6 auf der nächsten Seite
zeigen eine Skizze des Vorgangs.
Abbildung 2.5: Radikalische Form der Tocopherole, Mechanismus und Regeneration (nach Stocker
et al., 1996). Die Chromanolgruppe kann ein Wasserstoffradikal (H · ) abgeben und so andere Radikale
(R · ) sättigen. Durch die Bildung des Chinons wird das Tocopherol stabilisiert und danach mittels
Ascorbats regeneriert.
In Samen schützen die Tocochromanole die Speicherfette während der Dormanz und
des Keimvorgangs vor Oxidation (Sattler et al., 2004). Verlustmutanten von VTE2
weisen genau diesen Phänotyp einhergehend mit Fitnessverlusten auf; der Verlust
von VTE1 zeigt jedoch keinen solchen Phänotyp, vermutlich weil die Anreicherung
von DMPBQ ausreichend antioxidatives Potenzial zur Verfügung stellt (DellaPenna,
2005a).
Es gibt Forschergruppen, die die Beteiligung der Tocopherole nicht nur auf antioxi-
dative Eigenschaften beim fotooxidativen Stress einschränken wollen, sondern auch
auf massiven Einﬂuss in der Tieftemperaturanpassung und bei der Phloembeladung
hinweisen (Maeda et al., 2006) oder den direkten Einﬂuss auf die Expression gewisser
Gene zeigen wollen (Munné-Bosch, 2005). Hoﬁus et al. (2004) zeigten, dass Tocophe-
rol-Zyklase-freie Pﬂanzen (vte1-Mutanten) ohne jedes Tocopherol, aber mit DMPBQ
(redoxreaktiv, siehe unten) Deﬁzite im Export von Assimilationsprodukten zeigten. Das
dem VTE1-Gen aus Arabidopsis nachträglich zugeordnete Gen in Zea mays trägt daher
auch den Namen SXD1 (sucrose-export deﬁcient) und wurde aufgrund dieses Phänotyps
beschrieben (Provencher et al., 2001). Dieser hohe Zuckergehalt geht zum Beispiel
mit geringerer Expression des Gens für die kleine Untereinheit der Ribulose-1,5-bis-
phosphat-Carboxylase/Oxygenase (rbcS) einher und wirkt offenbar auf die Stärke
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der Fotosyntheseleistung zurück. Außerdem werden Stärke und oft Anthocyanine
angereichert (Mita et al., 1995; Tsukaya et al., 1991), dazu Transkripte von Proteinase-
Inhibitor II (PIN2), δ1-Pyrrolidin-5-Carboxylat-Synthase (P5CS, Prolin-Synthese) und
Allen-Oxid-Zyklase (AOC, Jasmonsäure). Ob Tocopherole selbst diese veränderte Tran-
skriptionsleistung steuern oder dies durch die erhöhte Zuckerkonzentration auftritt,
ist nicht vollständig klar.
Abbildung 2.6: Ein vorgeschlagenes Modell zeigt
die Wechselwirkungen zwischen α-Tocopherol, ROS
und Pﬂanzenhormonen im zellulären Signalnetz-
werk: OH · (sic!), 1O2, Tocopherol, Jasmon- oder
Salicylsäure könnten direkt oder indirekt die Gen-
expression regulieren. PUFA . . .mehrfach ungesät-
tige Fettsäuren; JA . . . Jasmon-, SA . . . Salicylsäure
(Munné-Bosch, 2005).
Auf Antworten von Salz- und Tro-
ckenstress scheint Tocopherol-Mangel
(vte2) keinen Einﬂuss zu haben (Maeda
et al., 2006), bei Kältestress können To-
cotrienole mindestens teilweise einen To-
copherol-Ausfall kompensieren, wie es
bei Wachstumsanalysen von Arabidop-
sis Ökotyp Col-0 bei 8,5 ◦C beobachtet
wurde (Yang et al., 2011).
vte1-Pﬂanzen sind im Gegensatz zu de-
nen von vte2 stark von Starklichtstress,
insbesondere Fotoinhibition, betroffen.
Tocopherol-Mangel selbst würde diese
Stresssymptome also nicht verursachen.
Der Phänotyp von vte1-Mutanten könnte
am Vorhandensein von DMPBQ und MPBQ liegen, denn MPBQ ist als erstes beteiligtes
Intermediat des Tocopherol-Stoffwechsels redoxaktiv (Maeda et al., 2006).
Arabidopsis-Mutanten (vte1, vte2, vte4) sind, wenn sie erwachsen geworden sind, von
Wildtypen nicht zu unterscheiden und zeigen auch kaum veränderte Stressantworten
(Sattler et al., 2003, 2004), nur etwas erhöhten fotooxidativen Stress (Bergmüller et al.,
2003; Kanwischer et al., 2005; Porﬁrova et al., 2002). Beides gilt aber nicht für vte1-Mu-
tanten von Mais und Kartoffel, wo der Tocopherol-Mangel zu eindeutigen Phänotypen
führt (Hoﬁus et al., 2004). Da die Phloembeladung bei Arabidopsis apoplastisch, bei
Kartoffel und Mais jedoch symplastisch abläuft (Van Bel, 1993), liegt hier vermutlich
neben den Wachstumsbedingungen und der Auswirkung des Tocopherol-Mangels der
Schlüssel für die unterschiedlichen Phänotypen.
Möglicherweise sind Tocopherole Teil eines ROS-Signalnetzwerks, das transkriptio-
nelle und physiologische Steuerungen ausübt (Munné-Bosch, 2005), darunter einen
Einﬂuss auf die Kallosebildung, auf die Salicylsäuremenge und auf die Regulation
des Jasmonsäure-Stoffwechsels. Nach Munné-Bosch und Falk (2004) fördert übermä-
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ßiger fotooxidativer Stress die Bildung von Jasmonsäure und damit als Folge die
Einschränkung der Fotosynthese und den Abbau des Fotosyntheseapparats und der
Chlorophylle. Dagegen wird die Synthese von Tocopherolen und anderen Antioxi-
dantien aktiviert. Ist also viel Tocopherol vorhanden und der fotooxidative Stress
vermindert, wird die zur Aktivierung der Synthese der Tocopherole nötige Lipidper-
oxidation gehemmt. Es ergibt sich eine erhaltende Rückkopplung. Im Schaubild 2.6 auf
der vorherigen Seite ist diese Wirkung dargestellt. Die Erzeugung von ROS-Spezies
und weitere Einﬂüsse auf die Physiologie einer Pﬂanzenzelle sind in Apel und Hirt
(2004) zusammengefasst.
2.5.4 Biosynthese
In diesem Abschnitt wird kurz die Biosynthese der Tocochromanole dargestellt (siehe
Abbildung 2.8 auf der nächsten Seite). Sie ﬁndet in den Chloroplasten statt und alle ihre
Reaktionen sind lichtunabhängig (Soll und Schultz, 1980). Das ist bemerkenswert, weil
die Tocopherole einen immensen Einﬂuss gerade unter Lichtstress besitzen und unter
diesem Stress besonders produziert werden (siehe Abschnitt 2.5.3 sowie Collakova
und DellaPenna, 2003a). Die einzelnen Formen der Tocopherole sind in Abbildung 2.7
gegenübergestellt.
2.7.1 δ-Tocopherol 2.7.2 γ-Tocopherol 2.7.3 β-Tocopherol 2.7.4 α-Tocopherol
Abbildung 2.7: Isoformen der Tocopherole. Die einzelnen Vertreter unterscheiden sich nur in der Anzahl
und der Stellung der Methylgruppen am aromatischen Teil des Moleküls.
Die Tocochromanole bestehen aus einer hydrophilen Kopfgruppe, die aus l-Tyrosin
abgeleitet wird und zur Homogentisinsäure führt (TAT, HPD); die Schwanzgruppe,
PDP (Tocopherole) oder GDPP (Tocotrienole), kommt aus dem Isoprenoidstoffwechsel
(Acetat-Mevalonat-Weg oder dem plastidären 3-GAP-Pyruvat-Weg, Lichtenthaler et al.,
1997) oder direkt aus abgebautem Chlorophyll (Valentin, 2006; vom Dorp et al., 2015).
Die Synthese beider Molekülteile durch HPT (VTE2) bzw. HGGT leitet dann die Biosyn-
these der Tocochromanole ein. Die Unterscheidung, ob Tocopherole oder Tocotrienole
produziert werden, fällt ebenfalls in diesem Schritt (DellaPenna und Pogson, 2006),
denn es wurde beschrieben, dass HPT nur 6-MPBQ synthetisiert (Threlfall, 1971). Alle
Tocotrienole in sonst Tocotrienol-freien Geweben, zum Beispiel in Arabidopsis oder
Nicotiana-Kallus, können nur durch Expression von HGGT produziert werden (Cahoon
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et al., 2003). Nachdem der Kopf- und Schwanzteil durch HPT verknüpft und damit
MPBQ synthetisiert wurde, wird durch MPBQ-MT (VTE3) ein Methylierungsschritt
durchgeführt und so die Synthese von γ- und α-Tocopherol eingeleitet. Danach wird
durch Zyklisierung des Heterorings am Sauerstoffatom mittels TC (VTE1) die charak-
teristische Tocochromanol-Struktur erzeugt. Zuletzt ﬁndet eine weitere Methylierung
durch γ-TMT (VTE4) statt, die β- und α-Tocopherol erzeugt. Einen Übersichtsartikel zu
diesem Biosyntheseweg bietet DellaPenna (2005b).
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Abbildung 2.8: Biosynthese der Tocopherole. Dargestellt ist der Syntheseweg ausgehend von Tyr
und IPP. Die Enzymnamen sind samt den EC-Nummern verkürzt angegeben: TAT . . . Tyrosin-Ami-
notransferase, HPPD . . . 4-Hydroxy-phenylpyruvat-Dioxygenase, HPT . . . Homogentisat-Phytyltransfera-
se, TC . . . Tocopherol-Zyklase, MPBQ-MT . . . 2-Methyl-6-phenyl-Benzochinol-Methyltransferase, γ-TMT
. . . Tocopherol-O-Methyltransferase. SAM . . . S-Adenosyl-Methionin , SAH . . . S-Adenosyl-Homocystein .
Sind an einem Reaktionspfeil keine Enzymnamen angegeben, so handelt es sich um mehrstuﬁge Reaktio-
nen. Die mit dem unterbrochenen Pfeil eingezeichnete Reaktion existiert laut KEGG im Referenzpfad, in
Arabidopsis sowie in anderen Spezies (z. B. Solanum sp.), das Enzym sei aber noch nicht charakterisiert.
In Abbildung A.10 auf Seite 209 sind die Parallelen zu den anderen Synthesewegen aufgezeigt.
Im Folgenden werden die Gene und Enzyme vorgestellt, welche an der Tocopherol-
Biosynthese beteiligt sind. Informationen zu Nukleinsäure- und Proteinsequenzen
sowie der Lokalisierung der Proteine werden in Tabelle 2.3 auf Seite 23 und im
Ergebnisteil gegeben (siehe Abschnitt 4.1 auf Seite 65). Beobachtungen nach der
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Überexpression einzelner oder mehrerer Gene der Tocopherol-Biosynthese sind im
Abschnitt 2.7 auf Seite 27 zusammengefasst.
Natürlich synthetisiertes α-Tocopherol ist das RRR-Isomer. Nur RRR-α-Tocopherol
wird effektiv vom Menschen aufgenommen und ist damit die biologisch aktivste Form
der Tocopherole (Hosomi et al., 1997). Bei einer chemischen Synthese wird jedoch
ein racemisches Gemisch erzeugt, welches zusätzliche Reinigungsschritte notwendig
macht und somit die Efﬁzienz erheblich vermindert (Caretto et al., 2010).
Wie Farré et al. (2014) richtig bemerken, sind Stoffwechselwege zwar die Abfolge
von biochemischen Reaktionen, jedoch sind die zugrunde liegenden Parameter nicht
nur hochvariabel, sondern außerdem schwierig einzuschätzen: Die Richtung einer
biochemischen Reaktion wird durch das Reaktionsgleichgewicht und ihre Stoffﬂüsse
bestimmt. Beide Größen hängen aber nicht nur von der Menge der beteiligten Enzyme,
sondern auch von der Menge und Verfügbarkeit der Metabolite und Kofaktoren ab.
Darin unterscheiden sich nicht nur Gewebe, zum Beispiel Blätter oder Speicherge-
webe oder Wurzeln, sondern sogar einzelne Zellen voneinander. Ein Beispiel sind
die Mesophyll- und Bündelscheidenzellen bei der C4-Fotosynthese; letzeren fehlt das
gesamte Fotosystem II.
2.5.4.1 Tyrosin-Aminotransferase (TAT)
l-Tyrosin wird mittels TAT (EC 2.6.1.5) zu Hydroxyphenylpyruvat desaminiert. Es
handelt sich um ein Pyridoxalphosphat-Protein, das auch l-Phenylalanin zu Phenylpy-
ruvat umsetzt.
2.5.4.2 4-Hydroxyphenylpyruvat-Dioxygenase (HPD)
Hydroxyphenylpyruvat wird danach durch Einbau molekularen Sauerstoffs von der
HPD (EC 1.13.11.27) in HGA umgewandelt. Das Enzym enthält vermutlich ein Metalli-
on (Eisen oder Kupfer, Lindstedt und Rundgren, 1982; Roche et al., 1982).
2.5.4.3 Homogentisat-Phytyltransferase (HPT, VTE2)
Das Genprodukt von VTE2 heißt Homogentisat-Phytyltransferase (HPT) (EC 2.5.1.115)
fusioniert die spätere Kopf- (HGA) und Schwanzgruppe (PDP). Das Enzym benötigt
Mg2+ (Sadre et al., 2006).
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Tabelle 2.3: Vorhersage der Proteinlokalisation mittels TargetP, die Verlässlichkeit ist jeweils wie folgt
benannt: RC=1 (sehr hoch), 2 (hoch), 3 (mittel), – bedeutet, dass das Zytoplasma als Zielort vorhergesagt
wird. TatP diente zur Vorhersage von twin-arginine-Motiven, die Spaltposition ist bezogen auf die Pri-
märsequenz angegeben. Als Kontrolle für eine korrekte Vorhersage dient S-Adenosyl-Methyltransferase
(AtSAMS). *Die Spaltposition liegt im Signalpeptid, das vermutlich beim Chloroplastenimport abge-
trennt wird. Für AtVTE1 ist das vorhergesagte Transitpeptid vermutlich zu lang, für AtVTE2 handelt es
sich womöglich um ein Artefakt. Die genutzten Akzessionsnummern für die TAIR-Datenbank sind in
Tabelle 3.1 auf Seite 35 zusammengestellt.
Protein Länge (in AA) Organell/Verläss-
lichkeit
Länge des Tran-
sitpeptids
twin-arginine-
Motiv (Position)
AtVTE1 488 C (sehr hoch) 98 62*
AtVTE2 393 C (mittel) 36 13*
AtVTE3 338 C (sehr hoch) 51 62
AtVTE4 348 C (hoch) 50 53
AtSAMS 393 – (hoch) – –
Ein sehr ähnliches Enzym, HGGT (EC 2.5.1.116), sowie die Synechocystis-PCC-6803-
Variante von HPT fusioniert als Schwanzgruppe das mehrfach ungesättigte GDPP
(Collakova und DellaPenna, 2001; Sadre et al., 2006; Yang et al., 2011). Dies leitet statt
der Tocopherol- die Tocotrienol-Synthese ein (DellaPenna und Pogson, 2006).
Die Überexpression des Gens führt zu verstärkter Bildung von δ-Tocopherol (u. a.
Collakova und DellaPenna, 2001; Karunanandaa et al., 2005; Savidge et al., 2002; Ven-
katesh et al., 2006), ein Mangel führt zu völligem Fehlen aller Tocopherole (Collakova
und DellaPenna, 2003b). Es existieren zwei Paraloge für HPT, Paralog 1 wird in Blü-
tenständen verstärkt exprimiert, Paralog 2 in Blättern. In anderen Organen gibt es
hingegen keinen Unterschied zwischen der Häuﬁgkeit der Paraloge (Venkatesh et al.,
2006). Yang et al. (2011) konnten mittels konfokaler Fluoreszenzmikroskopie zeigen,
dass eine Fusion der ersten 36 AA von HPT mit GFP, transient in Tabak synthetisiert,
in den Chloroplasten lokalisiert ist. Die Vorhersage der Lokalisierung mittels SignalP
liefert ebenfalls den Chloroplasten als Zielgewebe und sagt ebenfalls die ersten 36 AA
als Transitpeptid vorher (siehe Tabelle 2.3). Für das VTE2-Gen aus Sonnenblume gibt
es bis dato in den entsprechenden Datenbanken keinen Eintrag über die Sequenz oder
die Lokalisierung des Geprodukts.
2.5.4.4 Tocopherol-Zyklase (TC, VTE1)
Die TC (EC 5.5.1.24) ist das Genprodukt von VTE1 und zyklisiert MPBQ oder DMPBQ
zu der namensgebenden heterozyklischen Chromanol-Kopfgruppe. Sie gehört zur
Gruppe der Isomerasen und benötigt keine Kofaktoren. Als Substrate akzeptiert TC
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jedoch auch Di-Methyl-Solanylchinon (DMSBQ) und Plastochinon-9 (Kumar et al.,
2005). Sie wurde in Pﬂanzen und Cyanobakterien gefunden. VTE1 ist dem Genotypen
SXD1 in Mais ortholog (siehe TAIR und Provencher et al., 2001) und scheint einen
Einﬂuss auf den Saccharose-Stoffwechsel auszuüben (Sattler et al., 2003).
Wenn das zugehörige Gen fehlt, sind die Pﬂanzen Tocopherol-frei (Porﬁrova et al., 2002),
Überexpression des Gens führt zu erhöhtem Gesamt-Tocopherolgehalt in Blättern,
verschiebt aber das Verhältnis zu Gunsten von γ-Tocopherol (Kanwischer et al., 2005).
Durch Kälte- und Hitzestress ﬁndet in den Blättern der Pﬂanzen eine starke Reduktion
der Expression der Tocopherol-Gene statt, jedoch kaum in den Wurzeln (Kilian et al.,
2007). Niedriger pH-Wert (4,6 statt 5,7) bringt leicht erhöhte Genexpression, aber weder
Kälte-, noch osmotischer, Hitze-, Verwundungs- oder oxidativer Stress bewirken in der
Wurzel eine Veränderung.
Auch bei der Aufrechterhaltung der Fotosyntheseleistung unter Lichtstress ist die TC
von Bedeutung (Porﬁrova et al., 2002). Kanwischer et al. (2005) berichten, dass VTE1
ab dem 2. Tag unter Hochlichtstress aufreguliert wird, wie in Glutathion- (cad2) und
Ascorbinsäure-Mangelmutanten (vtc1). Generell sind diese drei Antioxidationssysteme
miteinander verbunden; der Ausfall von bis zu zwei Systemen lässt den Gehalt des
dritten ansteigen. Wird VTE1 überexprimiert, dann sinken die Gehalte von Ascorbin-
säure um 60 % und Glutathion um 40 %, obwohl sie im Normalfall mit 100- oder
sogar 1000-fachem molaren Überschuss vorhanden sind (Kanwischer et al., 2005).
Substraterkennungsstellen
Abbildung 2.9: Substraterkennung der TC aus Ana-
baena (nach Stocker et al., 1996).
Stocker et al. (1996) haben über die Sub-
stratspeziﬁtät der TC aus Anabaena her-
ausgefunden, dass acetyliertes MPBQ
nicht zyklisiert wird, vermutlich wird
also an dieser Stelle eine Wasserstoff-
brückenbindung zum Enzym aufgebaut.
Die E-Doppelbindung am Phytolrest ist
ebenfalls entscheidend (Abbildung 2.9). Der hydrophobe Schwanz bindet zuerst in der
TC-Tasche, wie die Messung der Retention des Enzyms bei Exposition der Chromanol-
oder der Phytylgruppe von einer Säule zeigte. Die Länge der Seitenkette sollte vier
(normal) oder wenigstens drei Isopreneinheiten betragen, dann wird noch eine Um-
satzrate von 14% gemessen. Substanzen mit einer kürzeren Kette werden nicht mehr
umgewandelt. Die Seitenkette wird außerdem während der nachfolgenden Synthese
nicht verändert, wie durch Nutzung von Geranylgeranylvorläufern (GDPP) gezeigt
wurde.
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Wird ein Vorläufer eingesetzt, der racemisches Phytyl enthält, wird fast nur die R-Kon-
ﬁguration an C-2 des vormaligen Phytolrests erzeugt, die weiter außen liegenden
Methylgruppen spielen eine deutlich geringere Rolle: Das RRR-Isomer wird mit 48%
erzeugt, es folgen RSS (23%), RRS (16%) und RSR (13%). Da die Anzahl an Methyl-
gruppen am Ring von untergeordneter Bedeutung zu sein scheint, könnte ein hypo-
thetischer Vorläufer von α-Tocopherol, 2,3,6-Trimethyl-5-phytyl-benzochinol (TMBPQ),
direkt zyklisiert werden. Soll und Schultz (1980) widerlegen diese Aussage allerdings
durch 14C-Inkorporationsexperimente.
2.5.4.5 MPBQ-Methyltransferase (MPBQ-MT, VTE3)
MPBQ-Methyltransferase (MPBQ-MT ist das Produkt des Gens VTE3. Es markiert den
Scheideweg zwischen β- und α-Tocopherol, denn es methyliert 2-MPBQ zu 2,3-DMPBQ
(DellaPenna und Pogson, 2006). Das Enzym wirkt außerdem in der Plastochinon-
Biosynthese mit. Es wurden in Sonnenblume zwei Paraloge identiﬁziert (Hass et al.,
2006).
Kanwischer et al. (2005) berichten, dass β- und δ-Tocopherol unter der Nachweisgren-
ze (Fluoreszenz-HPLC) lagen, was an der starken Aktivität von MPBQ-MT liegen
könnte. Mangel an MPBQ-MT in einer Doppelmutante führt zu einer Erhöhung des
β-Tocopherol-Gehalt von 4% auf 55–74% zu Lasten von α-Tocopherol, welches von
96% auf 24–45% vermindert wird (Tang et al., 2006). Diese Forschergruppe besitzt eine
MPBQ-MT-1-Mutante, die eine Ty3/gypsy-Insertion trägt und deren Gen deswegen
nicht transkribiert wird.
Soll et al. (1980) berichten nach Experimenten mit zum Teil außer Funktion gesetzten
Spinatchloroplasten aus maximal zwei Wochen alten, undifferenzierten Blättern, dass
MPBQ-MT nur 2,3-DMPBQ, jedoch niemals TMPBQ erzeugt. Werden δ-Tocopherol
und SAM ohne Zusatz von Zellextrakten oder Enzym vermischt, so wird kaum γ-To-
copherol produziert, dieser Schritt ist also strikt enzymatisch.
2,3-DMPBQ und 2,5-Di-methyl-6-phytylchinol werden etwa gleich gut zu α-Tocopherol
umgesetzt. Zur Substratspeziﬁtät ist bekannt, dass der Umsatz von 2-MPBQ, 3-MPBQ
und 4-MPBQ zum entsprechenden DMPBQ etwa 100:10:5 und der Umsatz von γ- oder
β- zu α-Tocopherol etwa 100:37 beträgt. Der Weg von 2-MPBQ über δ- und γ-Tocopherol
zu α-Tocopherol scheint als Nebenreaktion aufzutreten. Das Chinon wird schlechter als
das Chinol umgesetzt, einerseits weil der Chromanolring reduziert ist und andererseits
weil die Methylierung mittels SAM eine elektrophile Substitution ist.
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2.5.4.6 γ-Tocopherol-Methyltransferase (γ-TMT, VTE4)
Der letzte Schritt der Tocopherol-Biosynthese wird vom Produkt des VTE4-Gens
durchgeführt und ist die von VTE4 (EC 2.1.1.95) katalysierte Methylierung von γ- zu α-
und von δ- zu β-Tocopherol (Camara und D’Harlingue, 1985; Koch et al., 2003). Beide
Substrate werden gleich gut umgesetzt, auch die entsprechenden Tocotrienole werden
methyliert (Zhang et al., 2013).
In einigen Sonnenblumen-Varianten (RHA801 und LG24) werden in sich entwickelnden
Samen zwei Paraloge gefunden, bei anderen Helianthus annuus nur eines. Es könnte
sich um eng gekoppelte Kopien oder Genduplikationen handeln (Hass et al., 2006).
Es ist zu vermuten, dass die beiden Methyltransferasen, MPBQ-MT und γ-TMT,
unterschiedlich lokalisiert sind, da die Methylierungen nacheinander, jedoch einmal
im Phytylchinol- und einmal im Tocopherol-Zustand stattﬁnden.
2.5.4.7 Weitere assoziierte Gene
Die neu entdeckten Gene VTE5 und VTE6 werden in neuer Literatur der Tocophe-
rol-Biosynthese zugeschlagen. Es wird diskutiert, dass die Existenz dieser beiden
Gene Zweifel an der Tocopherol-Genese ohne zusätzliches, das heißt nicht aus dem
Isopentenylstoffwechsel stammendes, PDP aufwirft. Chlorophyll- und Tocopherol-
Biosynthese scheinen streng zusammenzuhängen, weil die de-novo-Synthese von PDP
aus IPP nicht genug PDP für eine ausreichende Tocopherol-Produktion liefern soll.
Möglicherweise ist aber auch eine Unterversorgung mit IPP aus dem plastidären
3-GAP-Pyruvat-Weg (Lichtenthaler et al., 1997) an diesen Beobachtungen beteiligt,
wenn keine oder zu wenig Plastiden im Gewebe vorhanden sind.
Die von den Produkten von VTE5 und VTE6 katalysierten Reaktionen sind in Abbil-
dung 2.8 auf Seite 21 skizziert. Hier sind die Gennummern angegeben, weil diese Gene
bisher nur in Arabidopsis identiﬁziert wurden.
VTE5 (At5g04490) kodiert für ein Enzym, welches freies Phytol, zum Beispiel aus
dem Tocopherol- oder Chlorophyllabbau, phosphoryliert (Valentin, 2006). Fehlt es,
sinkt der Tocopherolgehalt im Samen auf etwa 20% des Ursprungswertes und freies
Phytol wird angereichert.
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VTE6 (At1g78620) phosphoryliert ebenfalls Phytol aus dem Chlorophyllabbau, so-
dass das entstehende PDP zur Tocopherol-Biosynthese genutzt werden kann. Mutierte
Arabidopsis (vte6) sind so stark in ihrem Stoffwechsel eingeschränkt, dass sie nicht nur
Tocopherol-frei sind, sondern ebensowenig fotoautotroph wachsen können (vom Dorp
et al., 2015). Der Verlust von VTE6 zeitigt Phytol- und Phytolphosphatanreicherung,
aber PDP-Mangel; Überexpression führt hingegen neben erhöhtem PDP-Gehalt auch
zu erhöhtem Tocopherolgehalt in den Samen.
2.6 Besonderheiten des Tocopherolsynthesewegs
Der Tocochromanol-Biosyntheseweg weist einige Besonderheiten auf (u. a. DellaPenna,
2005a; Farré et al., 2014): Die beteiligten Enzyme sind promiskuitiv, nutzen also meh-
rere Substrate und generieren demzufolge mehrere Produkte. Zunächst steht HGA
als letzter gemeinsamer Vorläufer für alle Tocochromanole. Je nach Enzymmenge
und Vorhandensein von Substraten können nun PDP durch HPT oder GDPP durch
HGGT angeknüpft werden. Dieser Schritt markiert die Weichenstellung zwischen
Tocopherolen und Tocotrienolen (DellaPenna und Pogson, 2006). Je nach Nutzung
oder Überexpression der Gene für HPT oder HGGT kann einerseits die Menge aller
Tocochromanole erhöht, aber auch das Verhältnis von Tocopherolen und Tocotrieno-
len verändert werden (Farré et al., 2014). In Abbildung A.10 auf Seite 209 sind die
verwandten Synthesewege dargestellt.
2.7 Tocopherol-Gehaltssteigerung durch Überexpression der
beteiligten Gene
Gleichzeitige Überexpression von mehreren Genen der Tocopherol-Produktion in
Arabidopsis hat nicht nur einen additiven, sondern sogar oft einen synergistischen
Effekt. Außerdem kann dadurch auch die Verteilung der verschiedenen Tocopherole
verändert werden (Farré et al., 2014). In Abbildung 2.10 auf der nächsten Seite sind
Ergebnisse der Überexpression verschiedener Tocopherol-Synthesegene dargestellt.
Zur generellen Gehaltssteigerung aller Tocochromanole können die Gene für die Enzy-
me Prephenat-Dehydrogenase und p-Hydroxy-Phenylpyruvat-Dioxygenase (HPPD),
welche limitierend sind, überexprimiert werden, sodass verstärkt HGA produziert wird.
In Arabidopsis, Raps und Sojabohnen kann damit der Gesamt-Tocochromanol-Gehalt
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Abbildung 2.10: Ergebnisse der Überexpression einiger Tocopherol-Synthesegene in a) Blättern und b)
Samen von Arabidopsis. Vitamin E-Aktivität bezeichnet die relative Äquivalenz zu α-Tocopherol (siehe
auch Tabelle 2.2 auf Seite 17). Die Daten stammen aus: Shintani und DellaPenna, 1998 (Wildtyp (WT)
und VTE4), aus Collakova und DellaPenna, 2003a (VTE2 and VTE2 +VTE4), aus Kanwischer et al., 2005
(VTE1), aus Cahoon et al., 2003 (HvHGGT) und aus Karunanandaa et al., 2005 (TyrA+HPPD und VTE2
+TyrA+HPPD). Weil die Studien aus unterschiedlichen Veröffentlichungen stammen, wurde der Einﬂuss
der genetischen Veränderung auf den jeweiligen Wildtypen bezogen (nach DellaPenna, 2005a).
auf das Vierfache erhöht werden. Karunanandaa et al. (2005) setzten eine bakterielle
Prephenat-Dehydrogenase eingesetzt, die nicht durch Rückkopplung inhibiert wird.
HGGT aus Gerste kann PDP und GDPP verarbeiten, nutzt aber bevorzugt GDPP
(Yang et al., 2011). Wird dieses Gen überexprimiert, steigt der Tocochromanol-Gehalt
auf das Siebenfache, aber der Gehalt von Tocotrienolen um das 20-fache (Cahoon
et al., 2003). Verstärkt man stattdessen die Produktion von HPT, steigt der Toco-
chromanol-Gehalt nur auf das Dreifache, dafür werden aber bevorzugt Tocopherole
angereichert (untersucht in Soja- und Canolasamen (Karunanandaa et al., 2005), in
Kopfsalat-Blättern (Lee et al., 2007b) und Tomatenblättern und -früchten (Lu et al.,
2013; Seo et al., 2011)).
Die weiteren Enzyme erkennen nur den Kopfteil des Moleküls und methylieren
oder zyklisieren ihn, ungeachtet ob Tocopherol oder Tocotrienol. Wird das VTE3-Gen
überexprimiert, erhöht sich der Tocopherolgehalt erwartungsgemäß kaum, jedoch
reichert sich bis zu 85% γ-Tocopherol an, sodass vermutet werden kann, dass der letzte
Reaktionsschritt, die Methylierung von δ- oder γ-Tocopherol, ebenfalls limitierend ist
(Van Eenennaam et al., 2003). In der Tat reichert sich in Arabidopsis-Samen vor allem
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γ-, nicht jedoch α-Tocopherol an (Collakova und DellaPenna, 2003a), in Sonnenblume
oder Reis ist jedoch letzteres die Hauptkomponente (Farré et al., 2012).
Wird VTE4 überexprimiert, steigt der Gesamt-Tocopherolgehalt nicht, jedoch werden
Überschüsse von γ- zu mehr als 80% zu α-Tocopherol und entsprechend von δ- zu
β-Tocopherol konvertiert (Shintani und DellaPenna, 1998; Van Eenennaam et al., 2003).
Dies wird durch zahlreiche weitere Beobachtungen in unterschiedlichen Pﬂanzen
gestützt: Sojabohne (Chen et al., 2012; Tavva et al., 2007), Perilla frutescens (Lee et al.,
2007a), Feldsalat (Li et al., 2011) und Reis (Zhang et al., 2013).
Um große Mengen α-Tocopherol zu produzieren, ist zwar die Überexpression mehre-
rer VTE-Gene nötig, in der vorliegenden Arbeit sollten aber zunächst alle VTE-Gene
einzeln überexprimiert werden, um den Einﬂuss eines jeden Gens in Sonnenblumen-
Haarwurzeln zu dokumentieren. Von anderen Forschergruppen wurde die Überex-
pression mehrerer Gene vorgenommen, der Tocopherol-Gehalt jedoch nur in Blatt oder
Samen gemessen. Dabei wird in der Regel eine Erhöhung des α-Tocopherol-Gehalts
und des Gesamt-Tocopherolgehalt beobachtet. Ob jedoch eine nukleäre oder plastidäre
Überexpression vorgenommen wird, scheint egal zu sein, da Lu et al. (2013) VTE2,
VTE1 und VTE4 mittels eines Multigen-Operons in Plastiden gleichzeitig überexpri-
miert haben, die Überexpression von VTE2 aber ausreicht, um den Tocopherolgehalt
im selben Maße zu erhöhen wie nukleär exprimiertes VTE2.
VTE4 und VTE3 erhöhen gemeinsam überexprimiert laut Collakova und DellaPenna
(2003a) und Van Eenennaam et al. (2003) die Ausbeute an α-Tocopherol in Arabidopsis-
Samen und Sojabohnen; Tabelle 2.4 gibt einen Überblick über weitere Effekte einer
Überexpression mehrerer Gene der Tocopherol-Biosynthese.
Tabelle 2.4: Kombinierte Überexpression von VTE-Genen und deren Effekt. TC . . . Tocopherol. „+nx“
steht für eine Erhöhung um den Grundgehalt, ein „+“ steht für eine gemeinsame Messung mehrerer
Tocopherole, die im Nachhinein nicht aufgelöst werden kann.
Gene Effekt Spezies Referenz
VTE2, VTE4 +6x TCs Lactuca sativa Li et al. (2011)
HPPD, VTE3 +0x TCs, +6x γ-TC Zea mays Naqvi et al. (2011)
VTE3, VTE4 δ- + γ-TC -> α-TC;
+8x α-TC
Glycine max Van Eenennaam et al. (2003)
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2.8 Tocopherol-Gehaltssteigerung durch abiotische und biotische
Stressoren
Die Wurzeln vieler Pﬂanzen können im Licht ergrünen, und dafür sind massive
morphologische und physiologische Veränderungen nötig (Benzing et al., 1983; Gill
und Tomlinson, 1977; Hew und Yip, 1987). Auch bei Adventivwurzeln, zu denen die
Haarwurzeln gehören, wurde dies beobachtet (Torrey und Clarkson, 1976). Jedoch
scheint diese Fähigkeit bei verschiedenen Pﬂanzen deutlich zu schwanken, wie Flores
et al. (1993) berichten. Wurzeln und Haarwurzeln von Daucus carota (Dörr, 2015) und
von verschiedenen Asteraceae- und Solanaceae-Spezies ergrünten unter Lichteinﬂuss
und wurden fotosynthetisch aktiv. Die Kultivierung erfolgte bei einer Belichtung von
etwa 50–100μmolm−2 s−1 in ﬂüssigem MS-Medium, welches 3% Sucrose enthielt, für
fotoautotrophe Kulturen wurden 5% Kohlendioxid zugegeben. Auch fotomixotrophe
Kulturen von Sonnenblumen-Kallus wurden unter diesen Bedingungen grün und
zeigten außerdem einen um bis zu 2,3-fach erhöhten Tocopherolgehalt (Geipel et al.,
2014). Kobayashi et al. (2012) haben gezeigt, dass auch die Zugabe von 1μm 6-BAP
zum Ergrünen von Arabidopsis-Wurzeln führt.
Die Wurzelzellen scheinen bis zu gewissen Grenzen totipotent zu bleiben, da sie ergrü-
nende Schösslinge bilden können (Choi et al., 2004 und Annemarie Lippert, persönliche
Mitteilung), sodass eine Umstellung auf fotoautotrophes Wachstum möglich erscheint.
Die daraus hervorgehenden Pﬂanzen zeigen in beiden Fällen verkürzte Internodien
(kleinere Pﬂanzen) und gefaltete Blätter (Dehio et al., 1993). Die resultierenden, trans-
genen Pﬂanzen wären nur für eine Kultivierung in speziellen Bioreaktoren geeignet,
müssten aber langwierig und aufwendig regeneriert werden. Deswegen werden sie im
Rahmen dieser Arbeit nicht in Erwägung gezogen.
Das Wachstum von Haarwurzeln ist auch ohne exogene Hormone möglich (Rhodes
et al., 1994), und Flores et al. (1993) gelang es, diese Kulturen mehr als zwei Jahre
lang mit minimalem Aufwand zu erhalten. Es ist jedoch möglich, dass Vitaminmangel
bei längerer Kultivierung auftreten kann (White, 1937), insbesondere Thiaminmangel.
Zugefüttertes Kohlendioxid erhöht die Biomasse um 100 bis 300% im Vergleich zum
atmosphärischen Kohlendioxidgehalt. Neben der Chlorophyllbildung wurde in Datura
stramonium auch die Aktivität der Kohlendioxidﬁxierung, der PEP-Carboxylase und
der Rubisco gemessen.
Der Tocopherolgehalt steigt in der Regel, wenn die Pﬂanzen bei nur 8,5 ◦C aufgezogen
werden (Bergmüller et al., 2003; Yang et al., 2011) oder wenn fotooxidativer Stress
appliziert wird (Maeda et al., 2006).
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2.9 Ziel dieser Arbeit
Um α-Tocopherol, das biologisch aktivste Vitamin E, in Haarwurzel-Kulturen zu pro-
duzieren, sollen die Gene VTE1 bis VTE4 mittels eines 35S-Promotors überexprimiert
werden. Die Gene aus Arabidopsis werden verwendet, weil diese spezielle Vorteile
bieten: Die Genfunktion ist bekannt und gut dokumentiert (siehe u. a. die TAIR-
Datenbank), sie sollten gegenüber dem Sonnenblumen-Hintergrund Kosuppression
verringern (Matzke und Matzke, 1995). Eine direkte Überexpression der Sonnenblu-
men-Gene ist nicht sinnvoll, weil das Sonnenblumen-Genom weder komplett bekannt
noch die Genzuordnung vollständig ist. Es gibt zwar einige Gensequenzen zu einzel-
nen Sonnenblumen-Akzessionen (siehe auch Abschnitt 4.1 auf Seite 65), aber zum
Beispiel nicht für HaVTE2.
Die Gene werden einzeln kloniert, um deren einzelnen Beitrag in Sonnenblumen-
Haarwurzeln bestimmen zu können. Die korrekte Umwandlung in Haarwurzeln ist
zu prüfen, ebenso die Inserierung des Transgens. Die Expression des Transgens und
die Produktion des Proteins sollen gezeigt werden. Dafür werden die Proteine aus
Arabidopsis mit GFP fusioniert, sodass der Nachweis sowohl mittels RT-PCR als auch
mit optischen Mitteln erfolgen kann. Schließlich soll der α-Tocopherol-Gehalt der
erzeugten Haarwurzeln gemessen und dieser dann mit anderen und WT-Haarwurzeln
verglichen werden. Am Ende steht ein Resümee über die Eignung von Sonnenblumen-
Haarwurzeln für eine Reaktorkultur zur Produktion von α-Tocopherol.
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Die hier verwendeten Abkürzungen ﬁnden sich sämtlich auf Seite xii.
3.1 Programme und Skripte
In dieser Arbeit wurde zum Setzen das Programm LATEX2ε genutzt, zum Setzen von
Nukleinsäure- und Proteinsequenzen das Paket TEXshade (Beitz, 2000), für Tabellen
teilweise (TabU).
Die molekularbiologischen in silico-Arbeiten wurden mittels „A plasmid Editor“
(ApE von M. Wayne Davis, v2.0.47 und 2.0.49; http://biologylabs.utah.edu/
jorgensen/wayned/ape/) verwaltet und umgesetzt.
Zur Suche in Datenbanken und zum alignment diente das Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST, Altschul et al., 1990; http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi) Außerdem wurden zur Alignierung von Nukleotid- und Proteinsequen-
zen folgende Quellen genutzt: T-Coffee (Notredame et al., 2000, Algorithmus; und
Di Tommaso et al., 2011, web server) und M-Coffee (Wallace et al., 2006, Algorithmus;
und Moretti et al., 2007, web server), sowie PSI-Coffee (Chang et al., 2012).
Zur Expressionsvorhersage der Tocopherol-Biosynthesegene in At wurde der e-FP-
Browser (Winter et al., 2007; http://bbc.botany.utoronto.ca/efp/cgi-bin/
efpWeb.cgi) genutzt.
Zur Vorhersage der Lokalisierung von Proteinen wurden TargetP1.1 (Emanuelsson
et al., 2000; Nielsen et al., 1997; http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/),
zur Vorhersage von Signalsequenzen SignalP4.1 (Petersen et al., 2011; http://
www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), zur Vorhersage von sekretierten Protei-
nen SecretomeP2.0 (Bendtsen et al., 2004, 2005; http://www.cbs.dtu.dk/services/
SecretomeP/) und zur Lokalisierung im Chloroplasten ChloroP1.1 (Emanuels-
son et al., 1999; http://www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) genutzt. Diese
Algorithmen wurden von Lopez-Juez und Pyke (2005) als „most faithful to date“
bezeichnet, wenngleich die Entwicklung zehn Jahre fortgeschritten ist. Dabei wurde
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grundsätzlich so vorgegangen, wie Emanuelsson et al. (2007) empfehlen. Dazu gehör-
te auch die Prüfung auf GPI-Anker, welche mittels big-PI Plant Predictor -
GPI Modification Site Prediction in Plants (http://mendel.imp.ac.
at/gpi/plant_server.html) vorgenommen wurde (Eisenhaber et al., 2003), es
gibt bis heute nichts Vergleichbares. Die Myristoylierung wurde ebenfalls nach obiger
Empfehlung mittels NMT - The MYR Predictor (http://mendel.imp.ac.at/
myristate/SUPLpredictor.htm vorhergesagt (Maurer-Stroh et al., 2002).
Phylogenetische Bäume wie Abbildung 4.1 auf Seite 70 wurden mittels MEGA7 (Kumar
et al., 2016) erstellt. Die maximum-likelyhood-Methode basierend auf dem JTT-Matrix-
Modell wurde nach Jones et al. (1992) durchgeführt. Neben den Ästen ist jeweils
der Anteil der Bäume in Prozent gezeigt, bei denen die assoziierten Taxa zueinander
geordnet wurden. Die Anfangsbäume für die heuristische Suche wurden automatisch
mittels Anwendung von Neighbor-Join- und BioNJ-Algorithmen auf eine Matrix mit
durch JTT-Modell geschätzten paarweisen Distanzen erhalten, indem die daraus re-
sultierende Anordnung mit der höchsten logarithmischen Wahrscheinlichkeit gewählt
wurde.
Bei der maximum-parsimony-Methode wurde der prozentuale Anteil aller Replikatbäu-
me, in denen die bachbarten Taxa im bootstrap-Test mit 500 Replikaten auch benachbart
angeordnet wurden, neben den Ästen notiert (Felsenstein, 1985). Diese Bäume wurde
mittels Unterbaum-Umordnung (SPR) mit Suchniveau 1 erzeugt (Nei und Kumar
(2000), Seite 126f), die Unterbäume wurden durch zufällige Anfügung von Sequenzen
in zehn Replikaten erhalten.
Zur Darstellung der Strukturformeln wurde die Programmsuite Marvin Beans (v16.1,
https://www.chemaxon.com/download/marvin-suite/#mbeans) mit kosten-
freier akademischer Lizenz genutzt.8
Oligonukleotide wurden mittels Primer3 entworfen und mittels OligoCalc über-
prüft, nähere Informationen im Abschnitt 3.8 auf Seite 41.
Genutzte Datenbankeinträge und Akzessionsnummern
Als Datenbanken für Sequenzinformationen jeder Art dienten die Datenbank des
National Center of Biotechnology Information, (NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.
8Zur ordnungsgemäßen Zitierung der Software: „Marvin was used for drawing, displaying and
characterizing chemical structures, substructures and reactions, Marvin 16.1.11.0 , 2016, ChemAxon
(http://www.chemaxon.com).“
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gov/), The Arabidopsis Information Resource (TAIR; http://www.arabidopsis.
org/; u. a. Lamesch et al., 2012) und die Datenbank für das Sonnenblumen-Ge-
nom (Renaut et al., 2013; https://www.heliagene.org/HA412.v1.1.bronze.
20141015/).
Zur Recherche nach beteiligten Enzymen wurde neben den jeweils genannten Publika-
tionen die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) genutzt, insbesondere
die pathway database (Kanehisa und Goto, 2000; http://www.genome.jp/kegg/
pathway.html).
Die genutzten Akzessionen sind in Tabelle 3.1 dargestellt.
Tabelle 3.1: Genutzte Datenbankeinträge (Akzessionsnummern) der Proteine und zugehörigen Gene.
Die Einträge zu Arabidopsis stammen aus TAIR, die zu den Sonnenblumen aus NCBI. Es wurden
jeweils die mRNA-Sequenzen genutzt.
HPT (VTE2) TC (VTE1) MPBQ-MT-1 (VTE3) MPBQ-MT-2 (VTE3) γ-TMT (VTE4)
Arabidopsis AT2G18920.1 AT4G32770.1 AT3G63410.1 AT1G64970.1
RHA801
siehe
Abschnitt
4.1.4,
Seite 69
DQ229849.1 DQ229837.1 DQ229844.1 DQ229831.1
RHA280 DQ229848.1 DQ229836.1 DQ229843.1 DQ229830.1
LG24 DQ229847.1 – DQ229842.1 –
R112 DQ229846.1 – DQ229841.1 DQ229829.1
NMS373 DQ229845.1 DQ229835.1 DQ229840.1 DQ229828.1
Referenz – Hass et al. (2006) Tang et al. (2006) Hass et al. (2006)
3.2 Bildverarbeitung
Bilder des Wurzelwachstums auf Festmedien wurden wie folgt erstellt: Mittels eines
Flachbettscanners wurden die verschlossenen Petrischalen von unten gescannt. Dies
wurde einmal mit geschlossenem Scannerdeckel und einmal mit einem aufgelegten
blauen Moosgummi durchgeführt. Die auftretenden Spiegelungen im Deckel der Petri-
schalen wurden dann wie folgt verringert: Mittels Kanalmixer (monochrome Ausgabe,
Leuchtkraft erhalten) von GiMP 2.8 wurde der blaue Kanal auf einen Wert von etwa
−70 gesetzt. Alle blau durchscheinenden Strukturen (das sind die Spiegelungen) werden
so nur sehr dunkel dargestellt. Der Rot- und Grünkanal wurde so verändert, dass die
Strukturen noch gut zu erkennen waren und möglichst keine kleinen Wurzelausläufer
verschwanden. Das so erzeugte Bild wurde als Ebenenmaske für das Echtfarbenbild
genutzt, sodass nur noch die Wurzeln und nicht der Hintergrund sichtbar waren.
Darunter wurde eine schwarze oder weiße Ebene gelegt.
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Die schwarz-weißen Bilder wurden direkt aus dem oben beschriebenen monochromen
Bild erstellt. Dabei wurde der Kanalmixer so eingestellt, dass eine umso dunklere
Färbung (zum Schwarz) erzeugt wird, je intensiver braun (rot und grün) die ursprüng-
liche Wurzel war. In Abschnitt A.10 auf Seite 211 ist ein Beispiel aufgeführt und näher
erläutert.
3.3 Vergrößerung und Mikroskopie
Für die Vergrößerung und die Mikroskopie der Haarwurzeln wurden folgende Binoku-
lare und Mikroskopsysteme eingesetzt (siehe Tabelle 3.2). An dieser Stelle spricht der
Autor der Professur für Zoologie und Entwicklungsbiologie seinen Dank für die vor-
trefﬂiche Kooperation aus. Im Weiteren wird nicht mehr darauf eingegangen, welches
der beiden Systeme genutzt wurde.
Tabelle 3.2: Filter-, Binokular- und Mikroskopsysteme. Für die verschiedenen Filtersätze sind Name,
Exzitations- (λex) und Emissionswellenlänge (λem) samt Spaltbreiten in Klammern sowie der zugehörige
Strahlteiler (BS) in nm und damit sichtbare Farbstoffe angegeben.
3.2.1: Binokular-Filtersätze der Professur
für Zoologie und Entwicklungsbiologie
Name λex λem
GFP plant 470± 40 525± 50
YFP 510± 20 560± 40
DsRed 545± 30 620± 60
3.2.2: Mikroskop Zeiss Axio Imager A1 mit AxioCam MRC (AxioVision rel. 4.4
(04/2005)).
Name λex BS λem Farbstoffe
FS44 475± 40 500 535± 50 FITC, GFP, Alexa488
FS15 546± 12 580 590 Texas Red, Cy3, Alexa568
FS02 365 395 420 DAPI
3.4 Eingesetzte Tocopherole
Die Tocopherole für die Standards und die internen Quantiﬁzierungen wurden via
Sigma-Aldrich von Supelco bezogen: γ-Tocopherol (4-7785), dl-α-Tocopherol (4-7783)
und δ-Tocopherol (4-7784).
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3.5 Verwendete Lösungen, Medien und Puffer
Alle Lösungen, Medien und Puffer werden, wenn nichts Anderes angegeben ist, mit
doppelt-destilliertem Wasser (ddH2O) hergestellt. Einige Tabellen in diesem Abschnitt
sind nicht nummeriert. Das hat den Grund, dass sie direkt auf die entsprechende
Überschrift folgen.
3.5.1 Medien
3.5.1.1 Murashige-&-Skoog-Medium (MS|3|0,6)
Substanz Konzentration
Murashige & Skoog medium incl. vitamins (Duchefa) 4,4g/l (w/v)
Saccharose 3 % (w/v)
Phytoagar 0,6% (w/v)
Nach Murashige und Skoog (1962). Für Flüssigmedien wurde der Phytoagar weggelas-
sen, das Medium wird dann nur noch als MS|3 bezeichnet.
3.5.1.2 Luria-Broth-Medium (LB)
Substanz Konzentration
Natriumchlorid (NaCl) 0,5 % (w/v)
Peptone (Caseinhydrolysat, Trypton) 1,0 % (w/v)
Yeast Extract (Hefeextrakt) 0,5 % (w/v)
pH 7,0
Nach Sambrook et al. (1989).
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3.5.1.3 Yeast-Extract-Broth-Medium (YEB)
Substanz Konzentration
Beef Extract (Fleischextrakt) 0,5 % (w/v)
Yeast Extract (Hefeextrakt) 0,1 % (w/v)
Peptone (Caseinhydrolysat, Trypton) 0,5 % (w/v)
Saccharose 0,5 % (w/v)
Magnesiumsulfat (MgSO4) 2 mM
pH 7,2
3.5.2 Agarose-Gelelektrophorese (AGE)
3.5.2.1 TAE-Puffer
Substanz Konzentration
Tris 40 mM
EDTA 1 mM
pH 8
3.5.2.2 DNA-Ladepuffer, 20x
Substanz Menge
Saccharose 30 %
Kresolrot 3,5 mM
Tartrazingelb 6 mM
ddH2O ad 10 ml
3.5.3 Proteinpräparation
3.5.3.1 Aufschlusspuffer
Substanz Konzentration
NaCl 100 mM
Tris/HCl 50 mM
Triton-X 1000 0,5 %(v/v)
β-ME 10 mM
PMSF 1 mM
Nach Rensink et al. (1998).
3.5.3.2 Croteaupuffer
Substanz Menge Stammlösung
NaP 2 ml 0,1 M
MgCl2 100 μl 500 mM
MnCl2 100 μl 250 μM
CaCl2 100 μl 100 mM
Ascorbinsäure 100 μl 500 mM
DTT 10 μl 1M
Saccharose 10 μl 250 mM
Na2S2O5 0,047 g
ad 10 ml, pH=7,2
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3.5.3.3 Wasch- und Elutionspuffer
Substanz Menge
K2HPO4 12,9 mM
KH2PO4 7,1 mM
NaCl 0,5 M
Imidazol 0 – 1 M
3.5.3.4 SDS-Auftragspuffer, 3x
Zutat Konzentration
Tris 0,1 M
SDS 6,67%
Glyzerin 30,0 % (v/v)
Bromphenolblau 0,03% (w/v)
pH 6,8
5% β-ME werden frisch zugegeben.
3.5.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)
3.5.4.1 30% Acrylamid-Mix
Zutat Konzentration
Acrylamid 292 g/l
bis-Acrylamid 8 g/l
3.5.4.2 Coomassie-Färbelösung
Substanz Konzentration
Eisessig 10 % (v/v)
Methanol 45 % (v/v)
Coomassie Brilliant Blue R250 0,25% (w/v)
ddH2O 45 % (v/v)
Die Entfärbelösung enthält kein Coomassie.
3.5.4.3 Trenngelpuffer
Substanz Konzentration
Tris 1,5 M
SDS 0,4%
pH 8,8
3.5.4.4 Sammelgelpuffer
Substanz Konzentration
Tris 0,5M
SDS 0,4%
pH 6,8
3.5.4.5 Elektrophoresepuffer
Zutat Konzentration
Tris 25 mM
Glyzin 192 mM
SDS 0,1 % (v/v)
3.5.4.6 Glyzerinlösung
Substanz Konzentration
Methanol 30 %
Glyzerin 5 %
Wasser 65 %
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3.5.5 Western Blot
3.5.5.1 Transferpuffer
Substanz Konzentration
Tris 48 mM
Glyzin 39 mM
SDS 0,037%
Methanol 20 %(v/v)
3.5.5.2 Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBST)
Substanz Konzentration
Na2HPO4 · 2H2O 80 mM
NaH2PO4 ·H2O 20 mM
NaCl 100 mM
Tween 20 0,1 % (v/v)
3.5.5.3 Blockpuffer
Substanz Konzentration
PBST
Magermilchpulver (Reformhaus) 0,5 % (w/v)
3.5.5.4 Ponceau S-Lösung
Substanz Konzentration
Ponceau S 0,1% (w/v)
Essigsäure 5 % (w/v)
3.6 Pﬂanzenmaterial
Die benutzten Sonnenblumen Helianthus annuus L. ‘Iregi Naproforgo’ (Kurnik, 1966)
wurden als Samen vom Leibniz-Institut für Pﬂanzengenetik und Kulturpﬂanzenfor-
schung Gatersleben unter dem Kürzel HEL89 zur Verfügung gestellt. Die Samen
wurden dann im eigenen Gewächshaus vermehrt.
Die Spezies H. maximilianii Schrad. wurde als Wurzelstock ebenfalls vom IPK Ga-
tersleben bereitgestellt und sollte für diese Arbeit als Vertreterin der mehrjährigen
Sonnenblumen genutzt werden. Sie wuchs aus Rhizom gut an, war jedoch nicht steril
zu erhalten. Die gebildeten und die gesondert aus einer Gärtnerei bezogenen Samen
waren jedoch gänzlich nicht keimfähig, sodass diese Spezies für diese Arbeit keine
Rolle mehr spielte.
Die verwendeten Pﬂanzen waren Arabidopsis thaliana (L.) Heynh., Ökotyp Columbia
(Col-0). Diese Pﬂanzen wurden im eigenen Gewächshaus bei Umgebungstemperatur
und natürlichem Licht vermehrt und die Nukleinsäuren wie in den entsprechenden
Sektionen beschrieben extrahiert.
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3.7 Bakterienstämme
In der folgenden Tabelle sind alle verwendeten Bakterienstämme sowie deren Geno-
typen, Anmerkungen und Bereitsteller zusammengefasst (http://openwetware.
org/wiki/E._coli_genotypes, abgerufen am 23.11.2015).
Stamm Genotyp Bereitsteller
Agrobacterium rhizogenes ATCC15834 Wildtyp Professur für Bioverfahrenstechnik
Escherischia coli DB3.1 F-gyrA462 endA1 glnV44 Δ(sr1-recA) mcrB
mrr hsdS20(rB -, mB -) ara14 galK2 lacY1
proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Δleu mtl1
Escherischia coli DH5α F-endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96
deoR nupG purB20 ϕ80dlacZΔM15
Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK -mK +), λ-
Escherischia coli stbl2 F-endA1 glnV44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1
Δ(lac-proAB) mcrA Δ(mcrBC-hsdRMS-mrr)
λ-
ThermoFisher Scientiﬁc (LifeTech)
3.8 Oligonukleotide
Alle verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma Euroﬁns Genomics, Ebers-
berg hergestellt. In Tabelle 3.3 auf der nächsten Seite sind alle verwendeten Oligo-
nukleotide mit der Sequenz, der annealing-Temperatur (θa), dem Verwendungszweck
sowie dem Ursprung aufgelistet. Oligonukleotide ohne Ursprungsangabe wurden
selbst erstellt. Alle Oligonukleotide wurden entweder mittels Primer3 (Rozen und
Skaletsky, 2000; Untergasser et al., 2007; http://www.bioinformatics.nl/cgi-
bin/primer3plus/primer3plus.cgi/) für einen speziﬁschen Nachweis erstellt,
wobei nur die Ampliﬁkatlänge vorgegeben wurde, oder aufgrund der Anforderung
der Klonierung gesetzt und so verlängert oder verkürzt, dass möglichst kleine Werte
in intra- und intermolekularer Selbstpaarung auftraten. Letzteres wurde mittels Oligo-
calc überprüft (Kibbe 2007, http://www.basic.northwestern.edu/biotools/
oligocalc.html).
3.9 Plasmide
In der untenstehenden Tabelle sind alle verwendeten Plasmide einschließlich ihrer
Bereitsteller angegeben. Das Plasmid pDONR 221 wurde für die BP-Reaktion, die
anderen für die LR-Reaktion im Rahmen der Gateway® -Klonierung eingesetzt.
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Tabelle 3.4: Übersicht über die verwendeten Plasmide
Plasmid Selektion Quelle
pDONR 221 Kanamycin (250 μg/ml) LifeTech (Thermoﬁsher Scientiﬁc)
pMDC84 Kanamycin (250 μg/ml) Curtis und Grossniklaus (2003)
pDEST15 Ampicillin (50 μg/ml) LifeTech (Thermoﬁsher Scientiﬁc)
3.10 Elektrokompetente Bakterienzellen
Zur Vorkultur wurden 50ml LB-Medium mit der entsprechenden E. coli- (DH5a oder
DB3.1) oder YEB-Medium mit der entsprechenden Agrobakterienzelllinie (A. tume-
faciens, A. rhizogenes) angeimpft und bei 37 ◦C oder 26 ◦C und 180Upm über Nacht
inkubiert. Die Hauptkultur wurde in 2x 500ml des gleichen Mediums 1:100 oder 1:50
angeimpft und bei denselben Bedingungen wie die Vorkultur bis zu einer OD600 von
etwa 0,7 bis 0,8 inkubiert.
Die Suspension wird für 10min bei 2600g und 4 ◦C abzentrifugiert (bei Agrobakterien
z. T. auch länger, je nach Festigkeit des Pellets) und das Pellet insgesamt fünfmal
mit eiskaltem, autoklaviertem, doppelt destilliertem Wasser gewaschen. Dazu wur-
de das Pellet resuspendiert und wie oben zentrifugiert. Die Wassermenge wird bei
einem Ausgangsvolumen entsprechend des Kulturvolumens mit jedem Waschschritt
halbiert.
Das Pellet wurde danach in 50ml 10% Glyzerin aufgenommen, wie oben zentrifu-
giert, danach in 4ml 10% Glyzerin aufgenommen, in 70-μl-Aliquots abgefüllt und in
ﬂüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgt bei −80 ◦C.
3.11 Transformation von Bakterien
Etwa 65μl elektrokompetente Bakterienzellen wurden auf Eis aufgetaut, mit etwa 2ng
des entsprechenden Plasmids vermischt und eine Minute auf Eis inkubiert. Danach
wurde die Suspension in eine saubere 2-ml-Küvette überführt und mit 2500V, 15μF
und 335R elektroporiert (Easyject optima EquiBio). Unmittelbar danach wurde schnell
1ml warmes SOC-Medium hinzugegeben und die Suspension gut gemischt.
Agrobakterien wurden 1,5h bei 26 ◦C, E. coli 45min bei 37 ◦C inkubiert. Danach wur-
den die Lösungen auf geeigneten Selektionsmedien ausplattiert und zwei Tage bzw.
über Nacht bei denselben Temperaturen inkubiert. Mittels colony-PCR wurden die so
gewonnenen Klone identiﬁziert.
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3.12 Sterile Aussaat von Sonnenblumen Helianthus annuus
Die verwendeten Sonnenblumen Helianthus annuus cv. „Iregi Naproforgo“ wurden un-
ter dem Index „HEL89“ vom IPK Gatersleben bezogen (siehe Abschnitt 3.6 auf Seite 40).
Zur Samengewinnung erfolgte die Aussaat in großen Töpfen (Durchmesser etwa 40 cm)
in handelsüblicher Gartenerde. Die Wässerung erfolgte etwa dreimal wöchentlich von
unten, gedüngt wurde nicht. Die Pﬂanzen standen bei wechselnder Temperatur an
einem Südfenster und standen unter Einﬂuss natürlichen Sonnenlichts.
Zur sterilen Aussaat wurden die gelagerten Samen mittels Pinzette innerhalb einer
Sterilbank von der äußeren Samenschale befreit ohne den Embryo und möglichst
ohne die Keimblätter zu zerstören. Danach wurden die Kerne nacheinander für fünf
Minuten in 70% Ethanol und für weitere fünf Minuten in Natriumhypochloridlösung
(2% aktives Chlor) inkubiert, sodann in sterilem Wasser gewaschen und aufbewahrt
und die nun gequollene innere Samenschale entfernt. Die Samen wurden auf MS|3|0,6
so ausgelegt, dass die Anlagen der Primärwurzel in den Agar gedrückt wurden, die
Keimblätter jedoch frei blieben. Die Keimung erfolgte unter Langtagsbedingungen
(16h Licht, 23 ◦C, 8h Dunkelheit, 18 ◦C) unter schwachem Licht (44μmolm−2 s−1).
Nach etwa fünf Tagen wurde der Keimerfolg kontrolliert und Samen mit geöffne-
ten und ergrünten Keimblättern, verlängerter Primärwurzelanlage und sichtbarer
Sprossachse einzeln auf frische Medienplatten überführt, wobei das Medium mit-
tels Pinzette aufgelockert und die Wurzel in die Furche gelegt wurde. Nach drei
bis acht Wochen wurden die so kultivierten, sterilen Sonnenblumen für DNA- oder
Materialgewinnung für Kontrollen genutzt.
3.13 Erzeugung von Haarwurzeln
Die Erzeugung von WT-und von gentechnisch veränderten Haarwurzeln wurde iden-
tisch durchgeführt, allenfalls die verwendeten Agrobakterienstämme unterschieden
sich in ihren Genotypen, ausgehend von A. rhizogenes ATCC15834.
A. rhizogenes wurde aus einer Dauerkultur oder aus einer einzelnen Kolonie in 3ml
YEB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum (200μg/ml Kanamycin bei gentech-
nisch veränderten A. rhizogenes) über Nacht bei 26 ◦C unter Schütteln vermehrt, bei
1000g pelletiert und dieses Pellet zum Waschen in 1ml MS|3 resuspendiert. Nach
erneuter Zentrifugation wurde das Pellet in MS|3 mit 200μm Acetosyringon resuspen-
diert und die optische Dichte (OD600) dieser Inokulationslösung auf 0,1 eingestellt.
Drei bis sechs Wochen alte, steril gesäte Sonnenblumen wurden in ihre Organe getrennt:
Spross, Hypokotyl, Laubblätter, Wurzel. Nur Laubblätter und Sprossstücke wurden
inokuliert, indem sie mit einem in die Inokulationslösung getauchten, sterilen Skalpell
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einige Millimeter tief – im Idealfall bis zu den Leitgeweben – eingeschnitten wurden. Es
wurden Kontrollorgane mitgeführt, die mit einem sterilen Skalpell eingeritzt wurden,
damit die Haarwurzelbildung von normaler Kallus- oder Wurzelbildung unterschieden
werden konnte.
Die so behandelten Explantate wurden für drei Tage bei 26 ◦C auf MS|3|0,6 inkubiert
und danach auf MS|3|0,6 mit 250μg/ml Cefotaxim transferiert. Die Inkubation
erfolgte bei 26 ◦C im Dunkeln. Die Explantate wurden regelmäßig in Augenschein
genommen, totes Gewebe wurde abgenommen und die vitalen Stücke auf gleiches
Medium umgesetzt, bis nach drei bis vier Wochen eine ungewöhnliche Wurzelbildung
beobachtet werden konnte. Sind die aus einem Punkt sprossenden Wurzeln etwa einen
bis anderthalb Zentimeter lang, wurden sie abgenommen, als eigenständige Linie
benannt und einzeln weiterkultiviert.
Die Selektion transgener hairy-root-ähnlicher Linien (HRL) erfolgte für etwa zwei Wo-
chen auf festem oder ﬂüssigem MS|3 mit 100μg/ml Hygromycin B (Carl Roth, Karls-
ruhe). Die HRL wurden danach molekularbiologisch weiter charakterisiert.
3.14 Kultivierung von Haarwurzellinien
Die Haarwurzelzelllinien (HR) wurden im Normalfall auf MS|3|0,6 kultiviert und
im Dunkeln bei 23 ◦C gelagert. Alle drei bis vier Wochen wurden sie subkultiviert,
indem einige vital aussehende, etwa 1 cm lange Spitzen (Fragmente) mittels Pinzette
abgenommen und auf neues Medium gelegt wurden. Die Länge dieser Wurzelstücke
wurde auf der Platte markiert, damit der Längenzuwachs bestimmt werden konnte.
3.15 Inkubation der Haarwurzeln
Von den Haarwurzeln wurden grundsätzlich mehrere Fragmente auf Festmedium
mit 0,6 % Agarose in mit Paraﬁlm verschlossenen Petrischalen inkubiert. Inkubation
im Licht bedeutet, dass diese Petrischalen wie unter Abschnitt 3.12 gelagert wurden.
Die Kontrollen dazu wurden unter gleichen Bedingungen inkubiert, waren aber in
Aluminiumfolie eingeschlagen. Die Kohlenstoffquelle war normalerweise 3 % Sucrose,
diese konnte auf 0,5 % oder 0 % reduziert werden. Inkubationen im Schüttelkolben
erfolgten in MS|3 bei etwa 120 Upm, wenn nichts anderes angegeben ist.
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3.16 Ernte und Biomassebestimmung von Haarwurzeln
Pﬂanzenmaterial wurde aus dem Medium entnommen,9 zur Biomassebestimmung
auf 0,1g genau gewogen und danach mithilfe ﬂüssigen Stickstoffs in einem Mörser
fein zerrieben, ohne dass das Pulver taute. Es wurde in Portionen eingefroren und bei
−80 ◦C gelagert, sodass aus diesen Proben genomische DNA, RNA oder Proteine und
Sekundärmetabolite extrahiert werden konnten.
3.17 Chlorophyllbestimmung
Eine abgewogene Menge frischen Pﬂanzenmaterials, versetzt mit einer Spatelspitze
CaCO3, wurde in 400μl Aceton mittels eines Pistills in einem 1,5-ml-Eppendorf-Re-
aktionsgefäß zerstoßen und danach bei 17 000g für fünf Minuten zentrifugiert. Der
Überstand wurde abgenommen und gemäß Arnon (1949) mittels Fotometers ver-
messen. Es wurden Küvetten vom Typ Hellma, OS 181 1000 (d=1 cm) genutzt. Zur
Berechnung des Chlorophyllgehalts in μg/μl wurden die folgenden Gleichungen
angewandt:
Chlorophyll a = 12, 7 OD663 −2, 69 OD645 (3.1)
Chlorophyll b = 22, 9 OD645 −4, 68 OD663 (3.2)
Chlorophyll = 20, 2 OD645 +8, 02 OD663 (3.3)
Danach wurde diese Konzentration c in 400μl Aceton mit der bestimmten Masse m
(in mg) der Probe verrechnet und so ein Chlorophyllgehalt g in μg/mg errechnet:
g = c
μg
ml
·
0, 4 ml
m mg
(3.4)
3.18 Gewinnung genomischer DNA
Die DNA-Extraktion erfolgte nach Doyle und Doyle (1987) und jeweils aus 100 bis
200mg frischen Blattmaterials, welches zunächst in ﬂüssigem Stickstoff pulverisiert
wurde. Anschließend wurden pro 100mg eingesetzten Blattmaterials 700μl 2x CTAB-
Puffer (Cetyltrimethylammoniumbromid) +0,2% β-ME zugegeben. Die Suspension
wurde in ein 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt, mit 3μl RNaseA (10mg/ml)
9Von Festmedien wurden Haarwurzeln mittels Pinzette möglichst vollständig abgenommen und genau
wie Haarwurzeln aus Flüssigmedien kurz auf saugfähigem Papier trockengetupft, sodass Agarreste
und größere Wassermengen auf dem Papier zurückblieben. Das verbesserte das Wägeergebnis bei der
Biomassebestimmung und führte zu geringerer „Verdünnung“ des Pﬂanzenmaterials mit Wassereis.
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pro 700μl 2x CTAB-Puffer versetzt und durch Invertieren gemischt. Der Ansatz wurde
für 45min bei 65 ◦C im Thermomixer inkubiert. Danach schloss sich die Fällung der
Proteine mit Phenol-Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) an. Dazu wurde dem Ansatz
1/2 PV Phenol und 1/2 PV Chloroform/Isoamylalkohol zugegeben.
Die Suspension wurde durch mehrmaliges Invertieren gemischt und im Anschluss bei
15 600g und 4 ◦C für 20min zentrifugiert. Die obere, wässrige Phase wurde in ein neues
1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und mit 1 PV Chloroform/Isoamylalkohol
(24:1) versetzt. Der Ansatz wurde erneut bei 15 600g und 4 ◦C für 20min zentrifugiert.
Die obere wässrige Phase wurde in ein neues 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefäß über-
führt. Nachfolgend wurde die DNA durch Zugabe von 1/10 PV 3 m NaAc (pH 5,2)
und 1 PV Isopropanol bei -20 ◦C über Nacht gefällt.
Durch Zentrifugation bei 15 600g und 4 ◦C für 20min wurde die DNA pelletiert. Der
Überstand wurde verworfen und das Pellet dreimal mit je 100 μl eiskaltem 70 %-igem
EtOH gewaschen. Zwischen den Waschschritten erfolgte jeweils eine Zentrifugation
bei 15 600g und 4 ◦C für 5min. Das DNA-Pellet wurde für einige Minuten an der Luft
getrocknet und danach in 20μl ddH2O aufgenommen. Die DNA wurde über Nacht
bei 4 ◦C gelöst. Bei Bedarf wurde sie außerdem mittels „High Pure PCR Clean Up“
(Roche, Basel (CH)) unter Benutzung von 400 μl binding buffer gereinigt.
Die Konzentration der DNA wurde photometrisch am Nanodrop für eine 1:10-
Verdünnung gemessen. Mittels PAGE wurde zudem die Qualität überprüft und auf
das Vorhandensein von RNA-Resten getestet. Die DNA wurde bei -20 ◦C gelagert.
3.19 Gewinnung von Gesamt-RNA
Zur Gewinnung von Gesamt-RNA wurde das InviTrap® Spin Plant RNA Mini Kit von
STRATEC Biomedical AG (Birkenfeld) genutzt, der DNase-Verdau schloss sich nach
der Gewinnung der Gesamt-RNA an.
3.20 DNase-Verdau
Um die gewonnene Gesamt-RNA von Resten genomischer DNA zu reinigen, wurde
diese mittels DNase I verdaut. Dafür wurden 20μg RNA, 1 U DNase, 20 U RNase
Out und 4μl 10x DNase-Puffer eingesetzt und mit DEPC-H2O auf 40 μl aufgefüllt,
danach wurde für 45min bei 37 ◦C inkubiert. Anschließend wurde mit 4 μl 25mm
EDTA gestoppt, für 10min bei 65 ◦C inaktiviert, die Lösung wurde mittels DEPC-H2O
auf 400 μl aufgefüllt.
Zur Fällung der Proteine wurde 1 PV Phenol-Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1)
zugefügt, gemischt und für 10min bei 9200g und 4 ◦C zentrifugiert, der Überstand
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danach in ein neues Eppendorfgefäß überführt, 2 PV 100 % EtOH und 1/10 PV 3 M
NaAc hinzugegeben, gemischt und bei -20 ◦C über Nacht gefällt.
Die Lösung wurde für 20min bei 15 500g und 4 ◦C pelletiert, der Überstand abgenom-
men und das Pellet zweimal mit 70 % EtOH gewaschen, nach dem Waschen wurde
5min bei 15 500g und 4 ◦C zentrifugiert.
Das Pellet wurde in 7 μl DEPC-H2O gelöst und für 30min bei 4 ◦C inkubiert, die
Konzentration wurde mittels Nanodrop, die Qualität mittels AGE bestimmt.
3.21 RNA-Extraktion (alternative Methode)
Eine Spatelspitze feines Gewebepulver wurde in etwa 1 μl vorgelegtes Tri Reagent
gegeben, gevortext, 5min bei RT inkubiert und danach gemäß Anleitung des Kits
(Zymo Kit) weiterbehandelt. Die Elution erfolgte in 70 μl DEPC-H2O, 2 μl wurden
unverdünnt mittels Nanodrop gemessen, weitere 2 μl 1:10 verdünnt und ebenfalls
gemessen. Die gesamte Menge RNA wurde für den DNase-Verdau eingesetzt, 8 μl 10x
Puffer, 2 μl DNase, 2 μl RiboLock, 2 μl DEPC-H2O wurden dazugegeben. Die Inkubati-
on erfolgte für 20min bei 37 ◦C, danach wurden 5 ul 50 mm EDTA hinzugegeben und
für 10min bei 65 ◦C im Thermoblock inaktiviert. Danach wurde gemäß der Anleitung
des Zymo Clean and Concentration-Kits mittels 160 μl binding buffer und 240 μl EtOH in
25 μl DEPC-H2O eluiert und die Konzentration der gewonnenen, DNase-verdauten
RNA erneut gemessen.
3.22 cDNA-Synthese
Zur cDNA-Synthese wurde RevertAid™ Reverse Transcriptase (Fermentas) genutzt
und alle Arbeiten wurden auf Eis durchgeführt. In folgender Reihenfolge wurden
gemischt: 5μg Gesamt-RNA, 10pmol oligo(dT)18 (1μl), danach wurde mit DEPC-H2O
auf 12μl aufgefüllt. Wenn GC- oder an Sekundärstrukturen reiche Nukleinsäuren zu
erwarten waren, konnte für 5min bei 65 ◦C inkubiert und danach auf Eis abgekühlt
werden.
In folgender Reihenfolge wurden folgende Komponenten hinzugegeben: 6μl 5x Reacti-
on Buffer, 30U RiboLock™ RNase Inhibitor, 10μl 2mm dNTP, 1,25μl 200U/μl (1U/μl)
RevertAid™ Reverse Transkriptase. Danach wurde gemischt, abzentrifugiert und für
60min bei 42 ◦C (45 ◦C bei GC-reichen Nukleinsäuren) inkubiert; das Stoppen erfolgte
mittels zehnminütiger Inkubation bei 70 ◦C.
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3.23 cDNA-Synthese (alternative Methode)
Die cDNA-Synthese wurde in PCR-tubes mittels Maxima-Kit (ThermoScientiﬁc) vor-
genommen: 14 μl RNA (0,910 μg), 4 μl 4x Maxima Reaktions-Mix und 2 μl Maxima
Enzym-Mix wurden miteinander gemischt, danach wurde ein Temperaturprogramm
nach Anleitung des Kits im PCR-Zykler durchgeführt, um aus der RNA cDNA herzu-
stellen.
Zur Kontrolle des Erfolgs wurde eine PCR mit 36 Zyklen und 2μl einer 1:3- und
einer 1:10-Verdünnung nach ACT2-Programm (Tabelle 3.6 auf der nächsten Seite)
durchgeführt. Dabei wurden die Elongationszeiten im Zyklus auf 20 s und ﬁnal auf
10 s verkürzt.
3.24 Polymerasekettenreaktion
Die PCR wurde unter folgenden Standardbedingungen durchgeführt (Tabelle 3.5.1
auf der nächsten Seite): 1x DreamTaq-Puffer (Fermentas), 1x DNA-Ladepuffer (siehe
Tabelle 3.5.2.2 auf Seite 38), jeweils 2 mm dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 2,5 mm
MgCl2, jeweils 10pmol Oligonukleotide, 0,1μl DreamTaq (ThermoFisher Scientiﬁc)
sowie einer entsprechenden Menge Nukleinsäure als Matrix. Das waren 20ng gDNA,
eine entsprechende Menge cDNA (wie im Abschnitt 3.25 auf der nächsten Seite
beschrieben) oder 2ng Plasmid.
Die initiale Aufschmelzung erfolgte für 5min bei 94 ◦C und 30 s für die Aufschmelzung
zu Beginn eines Zyklus. Die Anlagerung erfolgte für 30 s bei der jeweils angegebenen
annealing-Temperatur (Tabelle 3.3 auf Seite 42) oder der niedrigeren beider Oligonu-
kleotide. Die Elongation erfolgte bei 72 ◦C für 1min je 1000 bp. Standardmäßig wurden
40 Zyklen durchgeführt. Im Abschnitt 3.24.1 sind Abweichungen aufgeführt.
Die PCR mit verbesserter Fehlerkorrektur wurde mittels Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase (New England Biolabs) nach den Anweisungen des Herstellers durchge-
führt (Tabelle 3.5.2 auf der nächsten Seite).
3.24.1 PCR-Programme
In Tabelle 3.6 auf der nächsten Seite sind die verwendeten PCR-Programme zusam-
mengestellt. Grundsätzlich sind sie so benannt, dass aus den Primernamen und deren
Verwendung auf den Zweck geschlossen werden kann. Programme mit Gedankenstrich
(–) weisen auf Anfang und Ende des Ampliﬁkats hin,10 Programme mit dem Zusatz
10Links vom Gedankenstrich steht der Primer, welcher den Beginn des Ampliﬁkats kennzeichnet, rechts
davon derjenige, der das Ende bezeichnet.
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Tabelle 3.5: Zusammensetzung der PCR
3.5.1: Standard-PCR
Zutat Konzentration
DreamTaq-Puffer 1 x
dNTP (jeweils) 2 μM
Primer (jeweils) 0,5 pmol/μl
Ladepuffer 1 x
DreamTaq 25 mU/μl
Matrix x μl
ddH2O ad 20 μl
3.5.2: PCR mit Phusion®-HF-DNA-Polymerase
Zutat Konzentration
HF-Puffer 1 x
dNTP (jeweils) 2 μM
Primer (jeweils) 0,5 pmol/μl
Phusion®-HF-DNA-
Polymerase
20 mU/μl
Matrix x μl
ddH2O ad 20 μl
„-Phu“ wurden mit Phusion®-High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
durchgeführt und sind nach den Herstellerangaben modiﬁziert.
Tabelle 3.6: Übersicht über die verwendeten PCR-Programme. Zu jeder Phase sind die Temperatur und
die Haltezeit in min angegeben. D . . . Denaturierung, E . . . Elongation, # . . . Zyklen, Δ . . . Gradient.
Name initiale D. D. annealing Elongation # ﬁnale E.
◦C min ◦C min ◦C min ◦C min ◦C min
rolB/C 94 3 94 1⁄2 53,5 1 72 1 40 72 6
VCR/VCF 95 10 95 1 55 1 72 1 40 72 10
ACT2 94 5 94 1⁄2 55 1⁄2 72 1 40 72 10
AtVTEx-hygR 94 5 94 1 55 1⁄2 72 4 35 72 10
AtVTEx 94 5 94 1⁄2 Δ(50–62) 1⁄2 72 4 35 72 10
AtVTEx-Phu 98 3 98 1⁄10 Δ(65–72) 1⁄2 72 2 35 72 10
GFP+GUS 95 3 95 1⁄2 58 1⁄2 72 3⁄4 40 72 3
hygR 94 5 94 1 62 1⁄2 72 2 35 2 10
3.25 Reverse-Transkriptase-PCR (RT-PCR)
Die RT-PCR wurde wie eine Standard-Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgeführt.
Die cDNA wurde zunächst 1:10 verdünnt eingesetzt und ACT2 (Tabelle 3.3 auf Seite 42)
als Haushaltsgen genutzt. Die cDNA wurde in weiteren Experimenten so eingesetzt,
dass bei 35 Zyklen ein gut sichtbares Ampliﬁkat erzeugt wurde.
51
3 Material und Methoden
3.26 Gateway®-Klonierung
Die gateway®-Klonierung setzt auf ein System, das aus λ-Phagen und E. coli bekannt
ist (Zichichi und Kellenberger, 1963):11 DNA bestimmter Sequenz (attB) kann mit
anderer DNA bestimmter Sequenz (attP) homolog rekombinieren, dabei wird der
dazwischenliegende DNA-Abschnitt ausgetauscht. Ein beliebiges DNA-Stück wird
mittels PCR mit attB2-sites versehen und dann in ein so genanntes Eingangsplasmid
(entry plasmid) hineinrekombiniert (BP-Reaktion). Dieses Plasmid dient nunmehr als
Quelle für eine weitere Rekombination (LR-Reaktion) in ein Zielplasmid (expression
plasmid).12
Zur Erzeugung der transgenen Haarwurzeln wurde der proprietäre Vektor pDONR221
(Invitrogen) und das Vektorsystem der pMDC-Vektoren von Curtis und Grossniklaus
(2003), speziell pMDC84 genutzt. Dieser Vektor bietet Selektion mittels Kanamycin
(50μg/ml) auf bakterieller und mittels Hygromycin auf pﬂanzlicher Seite sowie einen
2x35S-Promotor (2xA, 1xB-Domäne, Kay et al., 1987), eine C-terminale GFP-Fusion und
den Terminator des Nopalin-Synthase-Gens (Tnos). Die jeweiligen zur Rekombination
genutzten Plasmide enthalten zunächst ein ccdB-Fragment (Dao-Thi et al., 2004), wel-
ches der Negativselektion dient, sowie eine Chloramphenicol-Resistenz (CmR). Beide
werden bei erfolgreicher Rekombination durch den ORF des einzubringenden At-Gens
mit Sechs-Histidin-Markierung ersetzt. Die att-sites werden zwar modiﬁziert, bleiben
aber in den DNA-Fragmenten immer enthalten.
Die aus At-cDNA mittels PCR mit Phusion® High-Fidelity-DNA-Polymerase (siehe
Tabelle 3.5.2 auf der vorherigen Seite) gewonnenen Nukleinsäurestücke wurden mittels
Gateway®-Klonierung (Invitrogen) nach Anleitung des Herstellers in ein Eingangs-
und ein Zielplasmid kloniert (siehe auch Abschnitt 4.2.2 auf Seite 85), dabei wurde
insbesondere der äquimolare Einsatz der Quellplasmide und -ampliﬁkate beachtet. Bei
der LR-Rekombination wurde das Eingangsplasmid mit einer Endonuklease (HpaI)
linearisiert, um die Re-Transformation zu verhindern, weil die Selektion in beiden auf
Kanamycin-Resistenz erfolgt.
Charakteristika der erzeugten Plasmide
Das entry--Plasmid pJPEntry_At-VTE1.1-His6 (Abbildung 3.1 auf Seite 54), wel-
ches nach der Rekombination des att-site-ﬂankierten Ampliﬁkats des zu klonierenden
At-Gens (hier AtVTE1 mit Sechs-Histidin-Markierung ) entsteht, dient zur Aufbewah-
11Dort wird das Stück noch „b2+piece of DNA genannt.“
12Die Übersetzung der Plasmidnamen geht auf den Autor zurück.
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rung, Vervielfältigung und Nutzbarmachung der Sequenz für die Rekombination in
mehrere Zielplasmide. Es hat folgende Charakteristika:
Zur Replikation enthält das Plasmid den Replikationsursprung von pUC19 (Kües und
Stahl, 1989), außerdem eine Kanamycin-Resistenz (KanR) zur Selektion positiver Trans-
formanden. Die Elemente rrnb T1 und T2 sind Transkriptionsstopps, welche eine Able-
sung des eingebrachten Genstücks verhindern sollen. Zur Untersuchung des Plasmids
und des eingebrachten Genstücks (im Beispiel der ORF von AtVTE1) dienen M13-fw-
und -rv-Bindestellen sowie ein T7-Promotor. Außerdem liegen Bindestellen für vom
Verfasser erstellte Sequenzier-Primer auf dem Plasmid (sp221_163>attP1-fw und
skanR+246-rv).
Das Plasmid pJP84_At-VTE1.1-His6 (Abbildung 3.2 auf Seite 55) ist das Ziel-
plasmid, welches die künstliche T-DNA für die Transformation mittels A. rhizogenes
bereitstellt. Es hat folgende Charakteristika: Es enthält zwischen zwei border-Sequenzen
eine T-DNA mit einem 35S-Promotor, dem darauffolgenden AtVTE-Gen mit C-ter-
minaler Sechs-Histidin-Markierung , einer linker-Sequenz (Reste der att-sites), und
an beide in-frame-fusioniertes GFP. Damit kann der Nachweis sowohl mittels opti-
scher Verfahren, als auch mittels Antikörper-Hybridisierung oder PCR auf Protein-
oder Transkriptebene durchgeführt werden. Das Fusionskonstrukt wird mit dem Nos-
Terminator abgeschlossen. Innerhalb der T-DNA dient ein HygR-Gen zur Kodierung
einer Hygromycin-Phosphotransferase (hpt), wodurch die transgenen Haarwurzeln
physiologisch selektiert werden können.
Außerhalb der T-DNA wird eine Kanamycin-Resistenz (KanR) kodiert, die Replikation
des Plasmids in Bakterien ﬁndet mittels des Replikationsursprungs von pVS1 (Kües
und Stahl, 1989) und von pBR322 (Bolivar et al., 1977) statt.
3.27 Plasmid-Restriktion
Zur Restriktion von DNA wurden Endonukleasen von Fermentas (ThermoFisher
Scientiﬁc, Darmstadt) genutzt und nach der Anleitung eingesetzt.
3.28 AGE
Die AGE wurde nach folgenden Standardbedingungen durchgeführt: 1 % (w/v)
Agarose (Invitrogen) wurde in TAE-Puffer aufgekocht und gelöst. Danach wurden die
Gele in eine Form gegossen, in der sie erstarrten.
Die Gele wurden in eine Laufkammer gelegt, mit TAE-Puffer überschichtet, mit der
Probelösung beladen und bei 100–120V getrennt, bis die Farbstoffbande knapp vor
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Abbildung 3.1: entry-Plasmid pJPEntry_At-VTE1.1-His6. Besondere genetische Elemente sind
folgende: KanR . . . Kanamycin-Resistenzgen, rrnb T1 und T2 . . . Transkriptionsstopps, attP1 und
attP2 . . . attachment sites für die Klonierung, T7-Promotor, M13-fw, M13-rv, sp221_163>attP1-fw
und skanR+246-rv . . . Primerbindestellen zur Sequenzierung; VTE1-ORF . . . offener Leserahmen für
AtVTE1 mit einem Hexa-His-tag.
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Abbildung 3.2: Expressionsplasmid pJP84_At-VTE1.1-His6. Besondere genetische Elemente sind
folgende: LB, RB . . . left bzw. right border der T-DNA, KanR . . . Kanamycin-Resistenzgen, Hy-
gR . . . Hygromycin-Resistenzgen, attR1 und attR2 . . . attachment sites für die Klonierung, Nos-Ter-
minator . . . Transkriptionsstop der Nopalinsynthase, mGFP . . . GFP, At-VTE1.1_attB1-fw und
At-VTE1.1_attB1-rv . . . ursprüngliche Klonierungsprimer; VTE1-ORF . . . offener Leserahmen für
AtVTE1 mit einem Hexa-His-tag; pVS1 und pBR322 . . . Replikationsursprünge.
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dem Gelende angelangt war. Als Größenstandard wurde GeneRuler 1 kbp (ThermoSci-
entiﬁc) zugegeben (siehe Abbildung 3.3.1).
Zum Färben der Gele wurde entweder ein Ethidiumbromid-Färbebad mit anschließen-
der Entfärbung in Wasser eingesetzt oder es wurde mit 5μl Midori Green Advanced
DNA stain (MG04, Nippon Genetic Europe GmbH) je 100ml Gel direkt im Gel gefärbt.
Die Dokumentation wurde so durchgeführt, dass die maximale sinnvolle Helligkeit
genutzt wird: Die Gele wurden so lange exponiert, bis einige wenige Pixel gesättigt
waren. Gerät und Programm waren die Kamera (AVT Marlin F-145B2, AVT Cameras)
und BioDoc Analyze in Version 2.663.31 (Biometra, Analytik Jena).
3.3.1 GeneRuler 1 kbp,
ThermoScientiﬁc. Gellän-
ge 8 cm, 1x TAE, 7V/cm,
45min
3.3.2 PageRuler prestained
Plus, ThermoScientiﬁc
3.3.3 PageRuler unstained,
ThermoScientiﬁc
Abbildung 3.3: Eingesetzte Größenstandards für die Molekularbiologie
3.29 Molekularbiologische Charakterisierung von Haarwurzeln
Aus etwa 100mg Haarwurzel-Gewebe wurde DNA gewonnen (siehe Abschnitt 3.18 auf
Seite 47). Etwa 50ng wurden dann für zwei PCRs mit den folgenden Primerpaaren und
entsprechenden Temperaturen eingesetzt: AL_Arhi-rolB20 und AL_Arhi-rolC20
(multiplex-PCR) sowie VCR/VCF (siehe Tabelle 3.6 auf Seite 51). Die Ampliﬁkate
wurden mittels AGE (siehe Abschnitt 3.28 auf Seite 53) getrennt und überprüft, ob
Ampliﬁkate von rolB und rolC vorhanden waren, Ampliﬁkate von VCR/VCF jedoch
fehlten (Primerdaten und erwartete Produktgrößen siehe 3.3 auf Seite 42). Als Kontrolle
wurde jeweils das Ri-Plasmid verwendet.
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3.30 Nachweis der Genexpression
Aus etwa 300mg Gewebe wurde nach RNA -Extraktion und DNase-Verdau cDNA
gewonnen, mittels ACT2-PCR auf gDNA-Kontamination geprüft und eingestellt (siehe
Abschnitte 3.19 bis 3.22 auf den Seiten 48–49). Danach wurde jeweils eine PCR (siehe
Abschnitt 3.24 auf Seite 50) mit dem Volllängen-Primerpaar für das entsprechend
eingebrachte VTE-Gen, mit Primern von Dolle (2011) (siehe Tabelle 3.3 auf Seite 42)
und einer Kombination aus VTE-Gen-Primer und Hygromycin-Resistenzgen-Primer
durchgeführt und die Ampliﬁkate wie unter Abschnitt 3.29 auf der vorherigen Seite
beschrieben aufgetragen und getrennt sowie deren Größe verglichen. Die letzte PCR
sollte keine Ampliﬁkate hervorbringen und diente dazu, zu zeigen, dass das jeweilige
VTE-Gen und das Hygromycin-Resistenzgen auf unterschiedlichen Molekülen liegen
und dass die PCR-Produkte nicht durch Anwesenheit von gDNA entstanden sein
konnten. Als Kontrollen wurden jeweils passende Plasmide verwendet.
Nachweis durch Sequenzierung
Die gewonnenen cDNA-Ampliﬁkate wurden mittels Invisorb® Spin DNA Extraction
Kit (StraTEC) nach Anleitung des Herstellers aus dem Agarosegel gereinigt und
anschließend mit den entsprechenden Primern zur Sequenzierung geschickt (MWG
Euroﬁns, Ebersberg).
3.31 Proteinextraktion
3.31.1 Acetonfällung
Um die Konzentration der Proteine nach Aufschluss zu erhöhen, wurden sie konzen-
triert. Etwa 1g homogenisiertes Gewebe wurde in 2ml Aufschlusspuffer (nach Rensink
et al. (1998), siehe Abschnitt 3.5.3.1 auf Seite 38) für etwa 1,5h bei RT geschüttelt und
danach für 30min bei 6800g zentrifugiert. Der stark verbräunte Überstand wurde
abgenommen und mit 8ml Aceton gemischt. Dabei bildeten sich schnell braune Wol-
ken. Nach 30min bei −20 ◦C war die Lösung farblos und die Trübung braun. Danach
wurde für 20min bei 6800g zentrifugiert und das Pellet in 100μl 3x Probenpuffer
(siehe Tabelle 3.5.3.4 auf Seite 39) resuspendiert, und über Nacht bei 4 ◦C inkubiert.
3.31.2 Aufschluss mittels Croteaupuffer
Die mit ﬂüssigem Stickstoff gemörserten Gewebeproben wurden pro 500mg mit
1ml Croteaupuffer versetzt (siehe Abschnitt 3.5.3.2 auf Seite 38). Dazu wurden 2 μl
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DTT (Dithiothreitol), 2 μl β-ME und eine Spatelspitze Polyvinylpyrrolidon (PVPP)
hinzugefügt. Die Probe wurde gevortext und etwa 10min lang bei 4 ◦C inkubiert.
Danach wurden Gewebereste bei 4 ◦C für 20min und maximaler Drehzahl sedimentiert
und der Überstand weiterverwendet.
3.32 Proteinanreicherung mittels Ni-Matrix
Etwa 20μl Ni2+-IDA-Matrix (His60 Ni Superﬂow Resin, Clontech) wurden in den
Proteinüberstand gegeben und für eine Stunde bei 4 ◦C inkubiert. Danach wurde
die Matrix sedimentiert und der Überstand mittels Hamilton-Spritze abgenommen.
Die Wasch- und Elutionsschritte fanden mit 100μl Wasch- und Elutionspuffer (siehe
Abschnitt 3.5.3.3 auf Seite 39) statt, dabei wurde die Imidazolkonzentration zwischen
0 und 1 m gewählt. Zum Schluss wurde die Matrix in 3x Auftragspuffer (ebenda) für
5min bei 95 ◦C aufgekocht, um verbleibendes Protein zu lösen.
3.33 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Die SDS-PAGE wurde nach Laemmli (1970) durchgeführt und bildet ein diskontinuier-
liches System auf Tris-Glyzin-Basis. Es wurde allerdings modiﬁziert, da einige Puffer
anders zusammengesetzt sind.
3.33.1 Gießen der Gele
Zum Gießen der Gele wurden die Komponenten des BIORAD MINI PROTEAN®-3-
Systems verwendet, die Glasplatten mit 1,5-mm-Steg wurden mittels 70% EtOH
gereinigt, so übereinander gelegt und so in die Gießapparatur eingespannt, dass sie
dicht waren. Polymerisierbereite Trenngellösung (siehe Tabelle 3.7 auf der nächsten
Seite) wurde mittels 1-ml-Pipette eingefüllt, sodass etwa 1,5 cm frei blieben. Danach
wurde dies mit 0,1% SDS-Lösung überschichtet und für 30min bei RT polymerisieren
gelassen. Die SDS-Lösung wurde abgenommen und danach Sammelgellösung bis zur
Oberkante eingefüllt und genauso polymerisieren gelassen. Die fertigen Gele wurden
zum Teil einige Tage bei 4 ◦C feucht gelagert.
3.33.2 Probenpräparation und Trennung
Die Probe wurde mit 3x SDS-Probenpuffer samt 5 % β-ME versetzt und für 5min auf
95 ◦C erhitzt. Die Proben und 10μl eines Größenstandards (PageRuler, ThermoScien-
tiﬁc, siehe Abbildungen 3.3.2 und 3.3.3, auf Seite 56) wurden mittels Kanüle in die
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Tabelle 3.7: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel
Trenngel (Minigel, 1,5 mm, 10 %)
Komponente Volumen
4x Trenngelpuffer 2,393 ml
Rotiphorese® Gel 30 3,218 ml
4 % APS-Lösung 154,0 μl
TEMED 8,25 μl
ddH2O 3,850 ml
Sammelgel (Minigel, 1,5 mm, 4,5 %)
Komponente Volumen
4x Sammelgelpuffer 0,75 ml
Rotiphorese® Gel 30 0,45 ml
4 % APS-Lösung 60,0 μl
TEMED 13,0 μl
ddH2O 1,75 ml
Taschen des PAGE-Gels gegeben und bei 200V so lange laufen gelassen, bis die Marker
gut getrennt waren.
3.33.3 Coomassie-Färbung
SDS-PAGE-Gele wurden, sofern sie nicht geblottet werden sollten, zur Kontrolle
gefärbt und ﬁxiert, indem sie für etwa 20min in Coomassie-Färbelösung (siehe Ab-
schnitt 3.5.4.2 auf Seite 39) auf einem Schüttler inkubiert und danach mit Coomassie-
Entfärbelösung bis zum gewünschten Kontrast entfärbt wurden. Die Entfärbelösung
wurde mehrmals gewechselt. Proteine sind als blau gefärbte Bereiche zu erkennen. Die
Essigsäure ﬁxierte gleichzeitig die Proteine im Gel, sodass sie nicht mehr diffundieren
oder geblottet werden können. Das Verfahren diente zur Kontrolle, wie die PAGE
verlaufen ist, d. h. ob die Trennung ausreichend war und ob Unregelmäßigkeiten
im Laufverhalten auftraten. Außerdem konnten angereicherte Proteine an ihrer Far-
bintensität und gereinigte Proteinproben daran erkannt werden, dass nur Banden
der gewünschten Größe zu sehen waren. Alternativ wurde Quick Coomassie Stain
(generon/Serva) eingesetzt, in diesem Falle wurde nicht entfärbt.
3.33.4 Western Blot
Der Blotaufbau wurde als Halbtrockenblot nach Kyhse-Andersen (1984) durchgeführt
und bestand aus folgenden Lagen (von unten nach oben): 1x Filterpapier (Whatman,
Schleicher & Schuell Bioscience, Gel-Blotting Paper GB003) oder 1x dickes (BIORAD
Extra Thick Blot Paper, Protean® xi size), PVDF-Membran (Millipore Immobilon™
Transfer Membranes, Immobilon-P, PVDF, 0,45 μm Porengröße), ungefärbtes, unﬁxier-
tes Gel, 1x dünnes Filterpapier. Alle Lagen wurden passgenau zum Gel zurechtge-
schnitten, das Filterpapier in Transferpuffer getränkt und die Membran für etwa 5min
in 100 % Methanol zur Aktivierung quellen gelassen. Der Western Blot wurde danach
luftblasenfrei und passgenau zusammengesetzt. Als Stromquelle wurde das BIORAD
Power Pac HC bei 250V, 3A und 300W genutzt, dabei wurde eine Stromstärke von
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Gelﬂäche in cm2 × 0, 8 in mA eingestellt und für 75min in einer Transferzelle (BIORAD
Trans-Blot SD® Semi-Dry Transfer Cell) geblottet. Wurde das ThermoScientiﬁc Pierce
Electroblotting-Gerät benutzt, so wurde nach der beigefügten Anleitung verfahren.
3.33.5 Ponceau S-Färbung
Nach einem Western Blot wurden Gel und Membran aus der Transferzelle entnommen,
für etwa 1min mit Ponceau S-Lösung (siehe Abschnitt 3.5.5.4 auf Seite 40) inkubiert und
danach mittels häuﬁgen Wasserwechsels (destilliertes Wasser) bis zum gewünschten
Kontrast entfärbt. Proteine auf der Membran erschienen rot.
3.33.6 Immunfärbung
Die geblotteten Proteine wurden durch folgende Antikörper in Blockpuffer (siehe
Abschnitt 3.5.5.3 auf Seite 40) mittels ihrer Sechs-Histidin-Markierung nachgewiesen.
primärer Antikörper Maus-anti-(His)6, GE Healthcare, 1:5.000
sekundärer Antikörper Ziege-anti-Maus-HRPO, Dianova, 1:10.000
Die Antikörper wurden längerfristig als Aliquots bei -20 ◦C und in Gebrauchslösung
für maximal einige Tage bei 4 ◦C gelagert.
3.33.6.1 Vorbereitung
Hierfür wurde die proteinbeladene PVDF-Membran für 1h in Blockpuffer unter
Schütteln inkubiert. Dieser Blockschritt war auch bei 4 ◦C über Nacht möglich. Die
Inkubation mit primärem Antikörper wurde ebenso durchgeführt, jedoch bevorzugt
über Nacht. Die Membran wurde danach dreimal für jeweils 10min in PBST auf dem
Schüttler gewaschen. Die Inkubation in sekundärem Antikörper erfolgte für etwa 1h
bei RT. Die Waschschritte in PBST für dreimal 10min wurden wie oben durchgeführt.
3.33.6.2 Detektion
Die Membran wurde für 5min in 1x Assay-Puffer inkubiert und danach mit der
Proteinseite nach unten auf eine saubere, mit etwa 500μl der Detektionslösung (CDP-
Star, Tropix) bedeckten Glasplatte gelegt und so benetzt. Nach kurzer Inkubation wurde
die Membran in eine aufgeklappte Doppelfolie und zusammen mit einem passend
zurechtgeschnittenen Film (Amersham™ High Performance Chemiluminiscence Films,
GE Healthcare) in der Belichtungskassette zur Exposition so eingelegt, dass die relative
Lage des Films zur Membran nachvollziehbar war. Die Kassette wurde lichtdicht
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verschlossen und während der Belichtungszeit möglichst nicht bewegt. Die Kassette
wurde danach geöffnet, der Film schnell entnommen und in Entwicklerlösung solange
geschwenkt, bis sich schwarze Banden abzeichneten. Danach wurde die Reaktion in
Wasser gestoppt und der Film in Fixierlösung geschwenkt, bis er klar wurde. Zum
Abschluss wurde noch einmal gewaschen und der Film getrocknet. Der Marker und
bei Bedarf der Membranumriss wurden mithilfe der Membran angezeichnet, damit
die Banden zuzuordnen waren. Die Auswertung erfolgte nach der Größe und einer
passend gewählten Kontrolle.
3.34 Tocopherolextraktion
In vielen Arbeiten wird die Bestimmung von Tocopherolen mittels HPLC und Fluores-
zenzdetektor bewerkstelligt. Dabei wurde ein unpolares Laufmittel und eine polare
Säule genutzt. Haas et al. (2008) haben ein System für GC-MS etabliert, welches auf
Extraktion und Silylierung setzt. Damit können δ- und α-Tocopherol getrennt werden.
β- und γ-Tocopherol sind zwar von den vorgenannten gut trennbar, jedoch nicht von-
einander. Die Extraktion von Tocopherol aus pﬂanzlichem Gewebe wurde nach einem
modiﬁzierten Protokoll von Haas et al. (2008) nach Franke et al. (2007) mit leichten
Veränderungen durchgeführt.
Abbildung 3.4: Silylierung von Tocopherolen. MSTFA silyliert Toco-
pherole an der Hydroxylgruppe, dabei wird ein Proton abgespalten.
Etwa 0,1–2,5g unter ﬂüssi-
gem Stickstoff pulverisier-
tes Gewebe wurde mit et-
wa 15ml Hexan mit eini-
gen Körnchen BHT (Supel-
co 44-2377) überschichtet,
gemischt, mit 1μg δ-Toco-
pherol als Standard versetzt
und 1h im Dunkeln bei 4 ◦C inkubieren gelassen. Danach wurde die Gewebemasse für
20min bei 6800g pelletiert und der Überstand bei RT zur Trockne einrotiert. Der Rück-
stand wurde in 1ml Hexan aufgenommen, mit etwas wasserfreiem Na2SO4 getrocknet,
in ein GC-MS-taugliches Fläschchen überführt und mittels gasförmigen Stickstoffs
erneut zur Trockne eingeengt. Zur Silylierung wurden 80μl Pyridin (ReagentPlus®,
Sigma-Aldrich, P57506) und 80μl MSTFA (Sigma-Aldrich, M7891-10X1ML) zugegeben,
gemischt und bei 65 ◦C für 45min inkubiert, danach wurde das Gemisch mittels Stick-
stoffs erneut zur Trockne eingeengt. Der Rückstand wurde in 50μl Essigsäureethylester
aufgenommen und in einen Einsatz im GC-MS-Fläschchen überführt. Von der Probe
wurden 1μl injiziert und gemessen.
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Während der Silylierung steigt die Molekülmasse um 72Da, daher weichen die in der
Massenspektrometrie beobachteten m/z-Verhältnisse der silylierten Tocopherole von
den unmodiﬁzierten ab (siehe Abbildung 3.35).
3.35 Bestimmung des Tocopherolgehalts
Die in 50μl Essigsäureethylester aufgenommenen Sekundärmetabolite wurden mittels
eines Saturn 2100T (Varian) Gaschromatografen (Säule Agilent Technologies, Inc; HP-5,
30m × 0,25mm, Innendurchmesser 0,25 Micron) mit gekoppeltem Massenspektrome-
ter (GC-MS) bestimmt. Die Proben wurden mittels Autosampler (CP-8400) injiziert. Die
verwendete Software war MS Workstation in Version 6.9.3 für Windows® XP. Die Mess-
und Integrationsparameter für die Chromatogramme sind im Folgenden angegeben.
Zur Quantiﬁzierung der gemessenen Peakﬂächen wurden die Chromatogramme
jeweils auf folgende Ionen eingeschränkt: 474–476 (δ-Tocopherol), 488–490 (γ-Tocophe-
rol) und 502–504 (α-Tocopherol). Dieser Bereich umfasst jeweils eine Einheit des links
und rechts angrenzenden Ions, um fehlerhaft zugeordnete Ionen, welche durch die
Isotopzusammensetzungen auftreten, zu vermeiden. Die Integration der Peakﬂächen
wurde zunächst vom Messprogramm für jedes Tocopherol einzeln automatisch nach
obigen Kriterien vorgenommen (siehe Tabelle 3.8.2 auf der nächsten Seite), um einen
gerichteten Nutzereffekt auszuschließen. Danach wurden die Integrationsgrenzen und
die Basislinie von Hand kontrolliert.
3.36 Auswertung des Tocopherolgehalts
Für die Tocopherol-Quantiﬁzierung wurden mindestens zwei biologische Replikate
gemessen, jedem dieser Replikate wurde eine deﬁnierte Menge δ-Tocopherol als
interner Standard zugegeben und jedes dieser Replikate wurde dreimal in das GC-MS-
System eingespritzt, um den Gerätefehler zu ermitteln. Da vor allem die Einspritzung
eine Fehlerquelle darstellt,13 wurden die Messwerte und Fehler der einzelnen Läufe
bei der Auswertung möglichst lange zusammengehalten, bevor ein Gesamtfehler für
das biologische Replikat berechnet wurde.
Zunächst wurde aus den drei Peakﬂächen der jeweiligen Standards δ- (δs), γ- (γs) und
α-Tocopherol (αs) ein Mittelwert gebildet (δs, γs und αs). Jeder Lauf einer Probe wurde
folgendermaßen ausgewertet (beispielhaft für α-Tocopherol (αi), analog für γ-Tocophe-
rol (γi)): Es wurde eine Extraktionsefﬁzienz ei gebildet, die die Wiederﬁndung des
zugesetzten δ-Tocopherol (δi) in der Gesamtprobe angibt.
13Neben der zeitlichen Degradation der Proben; diese beﬁnden sich in UV-resistenten Probenﬂäschchen
und werden innerhalb einer Stunde geöffnet und gemessen.
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Tabelle 3.8: Temperatur- und Messprogramm für GC-MS und Parameter für die automatische Auswer-
tung zur Tocopherol-Bestimmung
3.8.1: Temperatur- und Messprogramm GC-MS
Injektortemperatur 250 ◦C
Säulenﬂuss 1,0 ml/min
Druckpuls 10 psi, 0,25 min
150 ◦C 2min
25 ◦C/min 6min
300 ◦C 10min
keine Datenerfas-
sung
0–3min
80–500 m/z 3–18min
3.8.2: Programmeinstellungen für die Integration.
peak width bezeichnet die Mindestbreite eines zu
integrierenden peaks auf halber Höhe in s, slope sen-
sitivity und tangent geben einen Mindestanstieg (in
SN) auf der peak-Rückseite bis zu dem der peak bzw.
bis zu deren Höhe (in %) nachfolgende peaks noch
mit integriert werden. peak size reject gibt die Min-
destgröße eines peaks in counts an.
peak width 2,0 s
tangent 1%
slope sensitivity 2SN
peak size reject 100 counts
ei =
δi
δs
(3.5)
Danach wurde die gemessene Peakﬂäche für α-Tocopherol (αi) auf einen Wert korrigiert,
sodass eine theoretische Extraktionsefﬁzienz von 100 % erreicht wird.
αi,korr =
αi
ei
(3.6)
Diese korrigierte Peakﬂäche wurde nun mittels des Standardwertes für 20ng α-Toco-
pherol (αs) in die α-Tocopherol-Menge des Laufs umgerechnet (mαi,korr).
mαi,korr =
αi,korr
αs
· 20 ng (3.7)
Diese Menge pro Lauf (1 μl Injektionsvolumen) musste zunächst auf das Gesamtvo-
lumen der Probe (50 μl Essigsäureethylester ) hochgerechnet und dann durch die
Einwaage für diese Probe (m in g) geteilt werden; es ergab sich der α-Tocopherol-
Gehalt der Probe (des Laufs) (gαi) in ng/g.
gαi =
mαi,korr · 50
m
(3.8)
Dieser Wert existierte nun dreimal, für die drei getrennten Einspritzungen, und wurde
dann zu einem Mittelwert (samt Standardabweichung für den Fehler) zusammengefasst
(gi,α). Diese Mittelwerte sind nicht in den Diagrammen dargestellt, sondern nur in
den Tabellen angegeben. Wenn sie unter der Nachweisgrenze lagen (siehe unten),
wurde der Wert 0 zur Rechnung eingesetzt. Aus den Mittelwerten der biologischen
Replikate und deren Fehlern wurde dann ein neuer Mittelwert (gαi) gebildet (in den
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Diagrammen als Säule dargestellt) und dessen Fehler gemäß der Fehlerfortpﬂanzung
berechnet (Fehlerbalken in den Diagrammen).
gαi =
1
n
n
∑
j
gj,αi (3.9)
Der Fehler eines Mittelwertes aus n Einzelwerten, die fehlerbehaftet sind, ist der
Mittelwert der n Einzelfehler:
x =
1
n
n
∑
i
xi
Δx =
n
∑
i
(∣∣∣∣∣ ∂∂xi
(
1
n
n
∑
i
xi
)∣∣∣∣∣Δxi
)
Δx =
1
n
n
∑
i
(∣∣∣∣∣ ∂∂xi
n
∑
i
xiΔxi
∣∣∣∣∣
)
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1
n
n
∑
i
Δxi (3.10)
Nachweisgrenzen
Für eine biologische Messung von Metaboliten sind zwei Nachweisgrenzen von Bedeu-
tung, die obere und die untere. Insbesondere die untere Nachweisgrenze ist messge-
rätabhängig: Die Einschläge der gebildeten Ionen bilden eine schwankende Basislinie.
Ein peak kann von dieser unterschieden werden, indem er zu einer charakteristischen
Zeit auftritt, eine charakteristische Form hat und eine Mindestmenge an Einschlä-
gen (counts, siehe Tabelle 3.8.2 auf der vorherigen Seite) aufweist. Der Verfasser hat
peaks, die durch weniger als 2000Einschläge deﬁniert waren, in der Berechnung des
Tocopherolgehalts ausgelassen, weswegen einige Messwerte zu fehlen scheinen (siehe
Abschnitt 4.9.2 auf Seite 136).
Die von der oberen Nachweisgrenze verursachten Messfehler, die aus einer Überladung
des Messsystems herrühren, können durch geeignete Verdünnung der Probe vor der
Messung verringert werden. Wird eine zu große Menge eines Metaboliten in dem
GC-MS detektiert, resultiert ein maximaler Messwert, egal wie weit die Metabolitmenge
über dieser Maximalmenge liegt.
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„Ich misstraue allen Systematikern und gehe ihnen aus dem Weg. Der
Wille zum System ist ein Mangel an Rechtschaffenheit.“
– Friedrich Nietzsche (Sprüche und Pfeile, 26).
Ziel dieser Arbeit war es, genetisch veränderte Haarwurzeln zu erzeugen, die einzelne
Gene des Tocopherol-Biosynthesewegs überexprimieren. Die zu exprimierenden Gene
wurden C-terminal mit einer Sechs-Histidin-Markierung und GFP fusioniert, um
die Überexpression mittels molekularbiologischer Methoden zeigen zu können. Die
Auswirkungen der Überexpression auf den Tocopherolgehalt unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen (Abschnitt 4.10 auf Seite 138) sollten ermittelt werden.
Die Haarwurzeln wurden nach folgendem Schema benannt: Ha für Helianthus annuus,
HR für Haarwurzel-Linie und dann eine Kennzahl für das überexprimierte Gen
nach der VTE-Nomenklatur (aus Arabidopsis) 0 bedeutet keines, es handelt sich also
um einen Wildtyp, optional ein . (Punkt) mit einer nachgestellten 1 für die zweite
Generation von HaHR1 und HaHR2, sowie einem - (Bindestrich) und einer laufenden
Nummer, die die Linie bezeichnet.
Dieses Kapitel beginnt zunächst mit einer zusammenfassenden Darstellung wichtiger
Eigenschaften der untersuchten Gene und Proteine. Dabei wird erst auf bioinformati-
sche Methoden zurückgegriffen und danach auf die Klonierung der Gene und deren
Expression übergeleitet, der Nachweis der gebildeten Proteine erfolgt im Anschluss.
Zuletzt werden physiologische Parameter der erzeugten Haarwurzeln dokumentiert.
Dies legt den Grundstein für eine Betrachtung der Wechselwirkungen zwischen Gene-
tik und Physiologie der erzeugten Haarwurzeln und erlaubt im nächsten Kapitel eine
fundierte Diskussion der Ergebnisse.
4.1 Bioinformatik
In diesem Abschnitt werden mittels bioinformatischer Methoden ermittelte Eigen-
schaften der At- und Ha-Gene und -Proteine aus dem Tocopherol-Kernsyntheseweg
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zusammengestellt und verglichen.14 Dazu wurden die in Abschnitt 3.1 auf Seite 33
erwähnten Datenbanken und Programme genutzt.
Ein Vergleich von Sonnenblumen-Proteinen und von Arabidopsis erscheint sinnvoll,
damit sichergestellt werden kann, dass die aus Arabidopsis eingebrachten Gene in
der Sonnenblume korrekt erzeugt und lokalisiert werden. Wären vorhergesagte Tran-
sitpeptide oder die Struktur deutlich unterschiedlich, könnte das für eine heterologe
Expression ungünstig sein, weil die Proteine nicht in der richtigen Orientierung oder
nicht in die passenden Organellen transportiert würden. Außerdem könnten struktu-
relle Abweichungen direkten Einﬂuss auf die nötigen chemischen Reaktionen haben.
In der NCBI-Datenbank gibt es einige Helianthus annuus-Akzessionen, nämlich
NMS373, LG24, R112, RHA801 und RHA280. Bei einigen Genen gibt es verschiedene
Datenbankeinträge zu einer Akzession.
4.1.1 Vergleich der Datenbankeinträge mit den genutzten Sonnenblumen
Zunächst war zu prüfen, ob die genutzten Sonnenblumen durch die vorhandenen
Datenbankeinträge korrekt repräsentiert wurden. Dazu hat Kost (2012) im Rahmen
ihrer Bachelorarbeit für zwei Gene (VTE1 und VTE4) geprüft, ob die Datenbankeinträge
aus NCBI für verschiedene Sonnenblumen-Arten und -Sorten (HEL85, HEL89 und
Helianthus maximilianii) zu den Gensequenzen der benutzten Sonnenblume (HEL89,
siehe Abschnitt 3.6 auf Seite 40) passen.
Die Gene wurden mittels primer walking sequenziert, indem jeweils kleine Genstücke
mittels PCR ampliﬁziert wurden, da sich Ha-gDNA nur schwierig molekularbiologisch
untersuchen lässt. Sie kam zu dem Schluss, dass die Sequenzen innerhalb der Sorten
der Einjährigen Sonnenblume sehr ähnlich sind und gut zu den Datenbankeinträgen
passen. Es gab dennoch Abweichungen, die in Abschnitt A.5 auf Seite 204 zusam-
mengestellt sind. Dabei ist zu beachten, dass die Sequenzierungen oft nur einmal
durchgeführt wurden. Tabelle 4.1 auf der nächsten Seite gibt einen Überblick.
4.1.2 Vergleich der Genregulation von Arabidopsis und Sonnenblume
Um Aussagen über eine mögliche Regulation der Sonnenblumen-Gene zu treffen,
wurde versucht, deren Promotoren mit denen von Arabidopsis zu vergleichen. Obwohl
eine vorläuﬁge Version des Sonnenblumengenoms unter https://www.heliagene.
org/HA412.v1.1.bronze.20141015/ zur Verfügung steht und darin mittels ver-
gleichbarer Sequenzen (zum Beispiel At-Gene) gesucht werden kann, war es dem Autor
nicht möglich, Informationen über die bloßen Leserahmen hinaus einzuholen. Somit
14In diesem Abschnitt sind klickbare Verweise zu den entsprechenden Ausgabedateien auf dem
beiliegenden Speichermedium zu ﬁnden.
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Tabelle 4.1: Überprüfte Sequenzstücke der VTE-Gene aus den genutzten Sonnenblumen (Kost, 2012)
Gen Länge (DB) sequenziert in % Ähnlichkeit (%) Bemerkungen
HEL85
VTE1
5354 57–1942, 2054–5296 95,8 99,96 zwei Trans-
versionen
HEL89
VTE1
5354 57–1982, 2132–4287,
4358–5295
93,7 99,92 zwei Trans-
versionen,
INDEL
H. spec.
VTE1
5354 58–983, 1127–1454,
1516–1870, 2184–5290
87,9 99,79 diverse
(siehe Abbil-
dung A.8)
HEL85
VTE4
4035 120–3976 96,7 97,62 diverse
außerhalb
von Exons
HEL89
VTE4
4035 134–3930 94,1 99,95 INDELs in
Exons
H. spec.
VTE4
4035 597–3948 83,1 99,94 INDELs in
Introns
war ein Promotorvergleich unmöglich. Vermutlich laufen die Regulationsvorgänge
ähnlich wie bei Arabidopsis ab, denn der Tocopherol-Stoffwechsel ist für alle grünen
Pﬂanzen notwendig.
In der Physiologie von Wurzeln und Sonnenblumen-Haarwurzeln gibt es dennoch
Unterschiede, die eine veränderte Genregulation außerhalb der Tocopherol-Biosyn-
these vermuten lassen: Normale Sonnenblumenwurzeln wie auch Wurzeln anderer
Pﬂanzen (z. B. Arabidopsis bei Kobayashi et al. (2012)) ergrünten unter Lichteinﬂuss.
Für Sonnenblumen-Haarwurzeln konnte dies hingegen nur sehr selten und nicht
reproduzierbar beobachtet werden (siehe Abbildung 4.38.2 auf Seite 124).
Ob die heterologe Produktion von Tocopherol-produzierenden Enzymen in Sonnen-
blumen-Haarwurzeln Auswirkungen auf den Tocopherolgehalt haben würde, wurde
in dieser Arbeit untersucht.
4.1.3 Erläuterungen zu den Schaubildern und den Programmausgaben
Die folgenden Abschnitte behandeln jeweils die einzelnen Gene und Proteine der
Tocopherol-Synthese. Dabei werden die katalysierte Reaktion beschrieben, die Prote-
insequenzen der Sonnenblumen- und der Arabidopsis-Varianten gegenübergestellt
und Aussagen über die Merkmale der Proteine getroffen. Dazu gehören Signalpeptide
sowie mögliche Membrananker wie α-Helizes, GPI-Anker oder Myristoylierungsstellen.
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Außerdem wird jeweils die vorhergesagte Lokalisierung des Sonnenblumen- und des
Arabidopsis-Proteins verglichen. Die zur Vorhersage genutzten Programme sind in
Abschnitt 3.1 auf Seite 33 aufgeführt.
4.1.3.1 Beschriftung der Proteinalinierungen
Die folgenden Abbildungen der Sequenzvergleiche zeigen jeweils die Ähnlichkeit
der einzelnen Kandidatenproteine (jeweils links in nicht-proportionaler Schrift, z. B.
NMS373). Dabei sind die einzelnen Aminosäuren als schmale senkrechte Linien darge-
stellt: Je schwärzer, desto höher ist die Ähnlichkeit zwischen den Sequenzen (siehe auch
die jeweilige Legende). Vorhergesagte Signalpeptide für einzelne Organellen sind durch
waagerechte Balken und eine Beschriftung (z. B. cTP für chloroplast transfer peptide)
eingetragen. Vorhergesagte Spaltstellen an twin-arginine-Motiven sind durch Dreiecke
eingetragen. Außerdem sind vorhergesagte α-Helizes und Transmembrandomänen
durch schematische Helizes und die Beschriftung „TM“ eingezeichnet. Die Vorhersagen
der verschiedenen Merkmale sind außerdem in einzelnen Tabellen aufgeführt.
4.1.3.2 Programmausgaben der Vorhersageprogramme
Die Programmausgaben von TargetP, SignalP und ChloroP sind folgendermaßen
zu lesen: Die Spalten „cTP“, „mTP“, „SP“ und „other“ geben jeweils die Wahrschein-
lichkeit an, mit der ein entsprechendes Signalpeptid für den Chloroplasten (cTP),
das Mitochondrium (mTP), Sekretion (SP) oder eine andere Lokalisierung (other)
vorhergesagt wird. Die größte dieser Wahrscheinlichkeiten führt zur Vorhersage der
Lokalisierung („Loc“; C . . . Chloroplast, M . . .Mitochondrium, S . . . Sekretion oder –
für Zellplasma) und ergibt gleichzeitig eine Verlässlichkeitsklasse („RC“), die von 1 bis
5 reicht. Dabei bedeutet 1 die beste Vorhersage, 5 die schlechteste. Unter „TPlen“ wird
die Läge des vorhergesagten Transfer- oder Signalpeptids angegeben. ChloroP gibt
außerdem Vorhandensein („cTP“) und Länge „cTPlen“ des Transitpeptids an. Für die
Verlässlichkeit gilt 0,55 als sehr sichere Vorhersage (Emanuelsson et al., 1999).
Das Programm TatP sagt eventuelle twin-arginine-Motive voraus. Die Spaltstelle wird
einerseits als Nummer der Aminosäure, andererseits in der Sequenz angegeben.
Eine wichtige Eigenschaft der untersuchten Proteine ist das Vorhandensein von Trans-
membrandomänen oder Membranankern wie GPI-Ankern oder Myristoylierungsstel-
len. In diesem Fall sind die Proteine nämlich nicht im Zellplasma oder im Stroma der
Chloroplasten lokalisiert, sondern membranständig. Dies könnte entscheidend für eine
Überexpression der VTE-Gene oder Proteinproduktion in einer anderen Art sein.
Die Ergebnisse der Transmembrandomänen-Vorhersage durch TMHMM sind folgender-
maßen zu lesen: Die Angaben für „innen“, „TM“ und „außen“ stehen für die jeweils
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erste Aminosäure des jeweiligen Abschnitts, „N innen“ gibt die Wahrscheinlichkeit an,
dass sich der N-Terminus auf zytoplasmatischer Seite beﬁndet.
4.1.4 Homogentisat-Phytyltransferase (VTE2)
Das Enzym katalysiert die Synthese von Homogentisat, der späteren Kopfgruppe
der Tocochromanole, und der späteren Schwanzgruppe PDP (bei Tocopherolen) oder
GDPP (bei Tocotrienolen). Das Enzym kann beide Isoprenoide verarbeiten und gehört
zu den Prenyltransferasen.
Bis dato (02.05.2016) sind zu HaHPT keine Datensätze in der NCBI-Datenbank vor-
handen (siehe auch Dolle, 2011). Da das einzubringende Protein für eine efﬁziente
Tocopherol-Biosynthese möglichst dieselben Charakteristika wie das arteigene Pro-
tein haben sollte, wurde dennoch versucht, zumindest einige Informationen über
HaHPT zu erhalten. Möglicherweise existiert das entsprechende Gen in Sonnenblume
nicht und die Tocopherol-Biosynthese verläuft auf einem anderen Weg. In diesem Fall
könnte die Einbringung eines nicht in der gleiche Art funktionierenden Proteins der
Tocopherol-Biosynthese abträglich sein (siehe Abschnitt 5.4.3 auf Seite 162).
Einen Überblick über die verwandtschaftlichen Verhältnisse und die Sequenzähn-
lichkeiten einiger bestimmter Spezies hat bereits Dolle (2011) geliefert, hier wird ein
weiter reichender Ansatz verwendet: Die siebzehn ersten Einträge der NCBI-Daten-
bank, die mittels BLAST mit der AtVTE2-Sequenz gefunden wurden, werden mit
den in der Heliagene-Datenbank auf dieselbe Weise gefundenen Einträgen verglichen
(siehe Abbildung A.3 auf Seite 186). Dabei zeigt sich, dass die Ähnlichkeit dieser
Einträge nur mittelgroß ist (Prädikat laut T-Coffee: Durchschnitt (etwa 50 von 100
Punkten); siehe Tabelle A.6 auf Seite 208) und sich überdies nicht vom eingefügten,
völlig unverwandten Protein AtSAMS unterscheidet. Betrachtet man jedoch nur die
Nicht-Sonnenblumen-Proteine untereinander, so sind die Punktzahlen deutlich höher
(über 80) und die Ähnlichkeit der Sequenzen hinter dem vermuteten Signalpeptid
ist sehr groß (siehe Abbildung A.2 auf Seite 185). Die Verlässlichkeit vorhergesagter
Signalpeptide ist nicht sehr hoch (RC=3, siehe Tabelle 4.2 auf Seite 72). Im Gegensatz
zu TargetP sagt SignalP kein Transitpeptid voraus (siehe Ausgabe von SignalP
auf Seite 73). Dort sind auch die restlichen Programmausaben zusammengestellt.
Das alignment aller Sequenzen ﬁndet sich in Abbildung A.3 auf Seite 186 und dasjenige
aller Sequenzen außer Sonnenblume in Abbildung A.2 auf Seite 185. Aus ersterem
wurden außerdem zwei phylogenetische Bäume errechnet (maximum parsimony und
maximum likelihood, siehe Abbildungen 4.1 bis 4.2 auf den Seiten 70–71) und festge-
stellt, dass der Eintrag 10g056890 (E-Wert 2 · 10−99) der der Sonnenblume nächst
verwandten Sequenz, derjenigen von Lactuca sativa (beide Asteraceae), benachbart liegt.
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 AT1G02500.1 (AtSAMS)
 00g004320 (*3e-06)
 10g030210 (*7e-09)
 06g019440 (*9e-09)
 13g016310 (*7e-50)
 09g010770 (*2e-110)
 09g010780 (*8e-35)
 09g010790 (*2e-42)
 10g056640 (7e-29)
 NP 001241496.1 (Glycine max)
 NP 001238372.1 (Glycine max)
 XP 003610087.2 (Medicago truncatula)
 AHL26475.1 (Elaeis oleifera)
 12g006300 (*9e-23)
 NP 001267827.1 (Vitis vinifera)
 ACN81039.1 (Linum usitatissimum)
 ACC77744.1 (Manihot esculenta)
 BAH10640.1 (Hevea brasiliensis)
 ACE80263.1 (Angelica gigas)
 ACC86836.1 (Coriandrum sativum)
 12g006130 (*4e-35)
 ACN78585.1 (Lactuca sativa)
 10g056890 (*2e-99)
 NP 001306613.1 (Sesamum indicum)
 NP 849984.1 (Arabidopsis thaliana)
 ADJ21814.1 (Solanum tuberosum)
 AFB74211.1 (Brassica napus)
 AFB74212.1 (Brassica napus)
 ABB70125.1 (Cuphea avigera var. pulcherrima)
 10g056690 (*3e-24)
 10g057590 (*1e-55)
 10g057890 (*3e-44)
 09g029400 (2e-34)
 09g029410 (6e-42)
 09g029530 (5e-36)
 12g046800 (2e-39)
 13g009440 (2e-30)
 13g009440 1 (2e-30)
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Abbildung 4.1: Maximum-parsimony-Analyse der HPT-Proteinsequenzen mehrerer Spezies. Der Ergeb-
nisbaum (Länge 2449) ist abgebildet, der Konsistenzindex beträgt 0,750 317, der Rückhalteindex 0,706 845
und der zusammengesetzte Index 0,536 267 für alle und 0,530 358 für alle Parsimonie-informativen
Stellen. Die Analyse umfasste 38 Aminosäuresequenzen und enthielt im letzten Datensatz 510 Positionen.
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 NP 849984.1 (Arabidopsis thaliana)
 ADJ21814.1 (Solanum tuberosum)
 AFB74211.1 (Brassica napus)
 AFB74212.1 (Brassica napus)
 ACN81039.1 (Linum usitatissimum)
 ACC77744.1 (Manihot esculenta)
 BAH10640.1 (Hevea brasiliensis)
 ABB70125.1 (Cuphea avigera var. pulcherrima)
 AHL26475.1 (Elaeis oleifera)
 XP 003610087.2 (Medicago truncatula)
 NP 001241496.1 (Glycine max)
 NP 001238372.1 (Glycine max)
 NP 001267827.1 (Vitis vinifera)
 10g056690 (*3e-24)
 12g006300 (*9e-23)
 12g006130 (*4e-35)
 ACE80263.1 (Angelica gigas)
 ACC86836.1 (Coriandrum sativum)
 NP 001306613.1 (Sesamum indicum)
 ACN78585.1 (Lactuca sativa)
 10g056890 (*2e-99)
 13g016310 (*7e-50)
 10g030210 (*7e-09)
 06g019440 (*9e-09)
 13g009440 (2e-30)
 13g009440 1 (2e-30)
 12g046800 (2e-39)
 09g029410 (6e-42)
 10g057590 (*1e-55)
 10g057890 (*3e-44)
 09g029530 (5e-36)
 09g029400 (2e-34)
 10g056640 (7e-29)
 09g010780 (*8e-35)
 09g010770 (*2e-110)
 09g010790 (*2e-42)
 00g004320 (*3e-06)
 AT1G02500.1 (AtSAMS)
100
99
100
10
0
86
69
13
86
100
100
96
58
13
97
99
23
49
3
97
63
99
37
43
12
58
34
56
3
27
30
13
23
30
19
Abbildung 4.2: Molekulare phylogenetische Analyse der HPT-Proteinsequenzen mittels der maximum
likelihood-Methode. Der Baum mit der größten logarithmischen Wahrscheinlichkeit (−12 966,3512) ist
abgebildet. Die Analyse umfasste 38 Aminosäuresequenzen und enthielt im letzten Datensatz 510 Posi-
tionen.
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Insgesamt, sowohl was die Länge des Proteins als auch die Anzahl konservierter Trans-
membrandomänen betrifft (At: 9, Ha: 8), passt das Produkt der Sequenz 09g010770
(E-Wert 2 · 10−110) deutlich besser auf AtHPT. Dennoch liegt sie im Baum deutlich von
L. sativa entfernt und inmitten anderer Ha-Sequenzen. Da beide Sequenzen Vor- und
Nachteile haben, wurden die weiteren Untersuchungen mit diesen beiden Kandidaten
durchgeführt.
Als weiterer Ansatz zur Identiﬁkation von HaVTE2 wurde versucht, isolierte Ha-
gDNA mit den At-Primern (At-VTE2-fw und At-VTE2-Cfus-rv) zu ampliﬁzieren
und anschließend zu sequenzieren (siehe Abschnitt A.7 auf Seite 207): Diese Sequenzen
lieferten mehrere Treffer in der NCBI-Datenbank. Die meisten Einträge sind zu (At)HPT
sehr ähnlich oder als solche annotiert und besitzen außerdem sehr geringe E-Werte.
Mit diesen Treffern wurden jedoch keine verwertbaren Sequenzen in der Heliagene-
Bank gefunden. Die dortigen E-Werte15 liegen deutlich über 1 · 10−3 und die Länge der
übereinstimmenden Sequenz beträgt bis auf eine Ausnahme (102 bp) jeweils nur etwa
23 bp. Auch dieser Ansatz führte nicht zu einer kanonischen Sequenz für HaVTE2.
Die Produkte der drei aussichtsreichsten Sequenzen wurden mittels T-Coffee aliniert
und sind in Abbildung 4.3 dargestellt.
Tabelle 4.2: Ergebnisse von TargetP für HPT.
Name Länge cTP mTP SP other Loc RC TPlen
Arabidopsis 393 0,616 0,087 0,073 0,110 C 3 36
09g010770 365 0,164 0,294 0,038 0,698 – 3 –
10g056890 213 0,001 0,018 0,943 0,345 S 3 110
At-cTP TM TM TM TM TM TM TM TM TM
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Abbildung 4.3: Alinierung der Proteinsequenzen von At- und HaHPT. Wie im Text erläutert, sind die
Proteine an einigen Stellen recht ähnlich (dunkle Abschnitte), an anderen, zum Beispiel in der Region
des bei At vorhergesagten Transitpeptids At-cTP, kaum (hellere Regionen). Die Länge beider Ha-Proteine
ist kürzer als diejenige von At. Die Anzahl, Länge und Position vorhergesagter Transmembrandomänen
(Helizes) stimmt grob überein. Die Beschriftung wird in Abschnitt 4.1.3.1 auf Seite 68 besprochen.
15Im Grunde wird eine BLAST-Suche auf dem vorläuﬁgen Helianthus annuus-Genom durchgeführt.
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Die Vorhersage eines Transitpeptids für AtHPT wird korrekt durchgeführt, wobei
Verlässlichkeitsklasse 3 nicht die beste ist. Interessanterweise wird für 09g010770
kein Transitpeptid vorhergesagt, obwohl die Alinierung dort eine große Ähnlichkeit
zu dem vorhergesagten Transitpeptid bei AtHPT ergibt.
Für den Autor zeigt sich ein mehrgliedriger Sequenzabschnitt, der bei beiden Ha-
Sequenzen und auch bei der At-Sequenz zu erkennen ist: Eine ähnliche Bänderung in
der Alinierung und ähnlich lokalisierte α-Helizes, die in Lage, Länge und Anzahl recht
gut mit AtHPT übereinstimmen. Die Länge beider Sonnenblumen-Proteine ist kürzer
als die von AtHPT.
Für 10g056890 ist die Vorhersage des Transitpeptids (siehe Tabelle 4.2 auf der vorhe-
rigen Seite) mit einer Länge von 110 vermutlich ein Artefakt, denn die Länge ist zu
groß und bei der Alinierung mit dem At-Protein ist keinerlei Strukturähnlichkeit zu
erkennen. Es wurden keine Myristoylierungsstellen oder GPI-Anker vorhergesagt. Die
Sequenz von 10g056890 ist nicht auswertbar.
Obwohl eine teilweise Ähnlichkeit zwischen den drei untersuchten Proteinen erkennbar
ist, konnte im Rahmen dieser bioinformatischen Recherchen keine kanonische HaVTE2-
Sequenz ermittelt werden. Es bleibt damit unklar, ob dieses Gen in Sonnenblume
existiert oder ob das Protein andere Eigenschaften hat (siehe Abschnitt 5.4.3 auf
Seite 162).
Ausgaben der Programme
T-Coffee: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/HPT_3proteins.score_html
TargetP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/TargetP1.1.html
TMHMM: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/TMHMM.html
TatP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/TatP1.0.html
SignalP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/SignalP4.1.html
GPI: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/GPI.htm
MYR: ./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/MYR.htm
4.1.5 MPBQ-Methyltransferase
MPBQ-Methyltransferase methyliert 2-MPBQ sowie das Tocotrienol-Äquivalent 2-Me-
thyl-6-geranylgeranyl-Benzochinol zur entsprechenden 2,3-Verbindung. Dieser Schritt
unterscheidet zwischen der Produktion von β- oder α-Tocopherol. Das Kosubstrat ist
wie bei γ-Tocopherol-Methyltransferase SAM.
Für die MPBQ-MT gibt es in Sonnenblume zwei Paraloge, wie Tang et al. (2006)
berichten. Beide wurden gesondert untersucht, um festzustellen, welches der beiden
Paraloge dem At-Vertreter eher entspricht. In Tabelle 4.3 ist eine Übersicht dargestellt.
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Tabelle 4.3: Erwartete Ampliﬁkatgrößen bei VTE3
gDNA (bp) cDNA (bp) Anzahl Introns Introns (bp)
Arabidopsis 1187 1017 2 170
Ha (RHA280)-MT1 3977 1020 2 3683
Ha (RHA280)-MT2 3210 1032 2 3683
4.1.5.1 MPBQ-MT-1
Das Gen der Sorte RHA801 ist etwa 1000 bp kürzer als das der anderen Sonnenblumen.
Der ORF trägt zwar Punktmutationen, diese wirken sich aber nicht auf die Primärse-
quenz aus. Die Ergebnisse des Sequenzvergleiches der Proteine sind in Abbildung 4.4
auf Seite 76 zusammengestellt. Die Proteine von Arabidopsis und Sonnenblume sind
etwa gleich lang. Die Signalpeptide von At und Ha unterscheiden sich deutlich stärker
als die darauf folgenden Teile des Proteins.
Die Ergebnisse der Vorhersageprogramme TargetP und ChloroP sind in Tabellen
4.4.1 bis 4.4.2 auf der nächsten Seite zusammengestellt: Für alle Vertreter wird mit
hoher Verlässlichkeit eine plastidäre Lokalisierung und ein Transitpeptid von 51 (At)
bis 54 AA (Ha) Länge vorhergesagt. Gemäß der Empfehlung von Emanuelsson et al.
(2007) wurden zur Vorhersage bipartiter Signalpeptide die ersten 20–80 AA in 10-AA-
Schritten entfernt und die verbleibenden Sequenzen mittels SignalP analysiert. Dabei
wurden keine weiteren bakteriellen Signalpeptide gefunden, die für einen Proteinex-
port sprechen.
twin-arginine-Motive werden bei At- und den Ha-Proteinen an etwa derselben Stelle
(62–64) vorhergesagt (siehe Tabelle 4.4.3 auf der nächsten Seite). Beim Protein der Sorte
RHA801 handelt es sich bei der ersten vorhergesagten Position nach Aminosäure 47
vermutlich um ein Artefakt, da das Signalpeptid für die äußere Chloroplastenmembran
erst bei Aminosäure 54 endet (siehe Tabelle 4.4.2 auf der nächsten Seite). Möglicher-
weise ist dieses Protein also in den Thylakoiden lokalisiert.
Durch TMHMM wurde bei beiden Arten eine Transmembrandomäne am C-terminalen
Teil des Proteins vorhergesagt (siehe Tabelle 4.4.4 auf der nächsten Seite). Weder
Myristoylierungsstellen noch GPI-Anker wurden vorhergesagt.
Insgesamt zeigt sich, dass die Proteine aus Arabidopsis und Sonnenblume sehr kon-
serviert sind: Länge der Proteine und der Transitpeptide, Tat-Signale und auch die
Position und Länge der einzigen Transmembrandomäne stimmen überein. Die hetero-
loge Expression von AtVTE3 sollte gut funktionieren. Alle Programmausgaben sind
auf dieser Seite zusammengestellt.
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Tabelle 4.4: Ergebnisse der Vorhersageprogramme zu MPBQ-MT-1
4.4.1: Ergebnisse von TargetP zu MPBQ-MT-1.
Name Länge cTP mTP SP other Loc RC TPlen
Arabidopsis 338 0,983 0,140 0,003 0,012 C 1 51
NMS373 339 0,895 0,039 0,012 0,150 C 2 54
RHA280 339 0,895 0,039 0,012 0,150 C 2 54
RHA801 339 0,899 0,038 0,013 0,128 C 2 54
4.4.2: Ergebnisse von ChloroP zu MPBQ-MT-1.
Name Länge Punkte cTP CS-score cTP-length
Arabidopsis 338 0,585 Y 6,467 51
NMS373 339 0,574 Y 6,470 54
RHA280 339 0,574 Y 6,470 54
RHA801 339 0,574 Y 6,470 54
4.4.3: TatP-Vorhersage für MPBQ-MT-1
Name Spaltstelle Sequenz
Arabidopsis 62-63 PSA-QP
NMS373 63-64 RPA-SQ
RHA280 63-64 RPA-SQ
RHA801 47-48 LGA-KT
RHA801 63-64 RPA-SQ
4.4.4: Vorhersage von Transmembrandomänen für MPBQ-MT-1
Name außen TM innen N innen
Arabidopsis 1 304 328 0,168 23
NMS373 1 306 329 0,105 80
RHA280 1 306 329 0,105 80
RHA801 1 306 329 0,104 75
Ausgaben der Programme
T-Coffee: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/protein.score_html
ChloroP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/ChloroP1.1.html
TMHMM: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/TMHMM.html
TatP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/TatP1-MPBQ-MT1.html
SignalP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/SignalP4.1-gram-negative.html (Vorhersage
für die Sequenzen gram-negativer Bakterien) und
./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/SignalP4.1-gram-positive.html (Vorhersage für die Se-
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quenzen gram-positiver Bakterien)
GPI: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/GPI.htm
MYR: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT1/MYR.htm
At-cTP At-tat TM


 

 

At
NMS373
RHA280
RHA801
   
Ha-cTP Ha-tat TM
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch
Abbildung 4.4: Alinierung der Proteinsequenzen von MPBQ-Methyltransferase-1. Die Proteine sind
etwa gleich lang und unterscheiden sich vor allem in den Bereichen der vorhergesagten Transitpeptide
(At- und Ha-cTP). Die Dreiecke markieren vorhergesagte twin-arginine-Signale, die für At und Ha
ebenfalls an etwa der gleichen Stelle liegen. Die C-terminale Transmembrandomäne (TM) tritt ebenfalls
in beiden Arten auf.
4.1.5.2 MPBQ-MT-2
Die Sonnenblumen-Einträge der NCBI-Datenbank lieferten zwar fünf Treffer für
VTE3-2, jedoch sind die Proteinsequenzen alle gleich (siehe A.1.3.2 auf Seite 188).
Stellvertretend wird daher für die Sonnenblumen die Variante RHA801 genutzt, um
Vorhersagen durchzuführen. Obwohl die Proteinsequenzen bei allen Akzessionen
gleich sind, weicht das Gen von LG24 am stärksten ab: Es treten Punktmutationen und
Einschübe in Introns auf. Die Gene von RHA801, NMS373 und R112 besitzen 12 bp
weniger in Intron 2.
Die Ergebnisse der Vorhersageprogramme TargetP und ChloroP sind in den Tabel-
len 4.5.1 bis 4.5.2 auf Seite 78 zusammengestellt: Für alle Vertreter wird eine plastidäre
Lokalisierung und ein Transitpeptid von 51 (At) bzw. 60 AA (Ha) Länge vorhergesagt,
jedoch ist die Verlässlichkeit bei den Ha gering. Sie wird außerdem durch die nachfol-
gende Vorhersage mittels ChloroP (siehe Tabelle 4.5.2 auf Seite 78) revidiert, sodass
nicht unbedingt auf ein Chloroplastentransitpeptid geschlossen werden kann. Es wur-
den auch keine weiteren Signalpeptide mittels SignalP gefunden. Dennoch suggeriert
die Gegenüberstellung der Ähnlichkeiten in der Sequenz (siehe Abbildung 4.5 auf der
nächsten Seite), dass HaMPBQ-MT-2 ein Transitpeptid besitzt. Da das Protein laut
der phylogenetischen Analyse (siehe Abbildung 4.6 auf Seite 79) näher mit AtMPBQ-
MT verwandt ist als das Paralog 1, scheint auch die Lokalisierung im Chloroplasten
anzunehmen zu sein.
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Die twin-arginine-Motive werden beim At- wie bei den Ha-Proteinen an etwa derselben
Stelle vorhergesagt (62|63 und 67|68, siehe Tabelle 4.5.3 auf der nächsten Seite).
Die Position nach Aminosäure 43 beim Protein der Sorte RHA801 ist vermutlich
ein Artefakt, da das Signalpeptid für die äußere Chloroplastenmembran erst bei
Aminosäure 60 endet (siehe Tabelle 4.5.2 auf der nächsten Seite).
Eine C-terminale Transmembrandomäne wurde für beide Vertreter vorhergesagt (siehe
Tabelle 4.5.4 auf der nächsten Seite), jedoch keine Myristoylierungsstellen oder GPI-
Anker. Die Programmausgaben sind auf auf dieser Seite gesammelt.
Die Ergebnisse des Sequenzvergleiches der Proteine sind in Abbildung 4.5 zusam-
mengestellt: Die Signalpeptide von Arabidopsis und Sonnenblume unterscheiden sich
deutlich stärker als die aktiven Teile des Proteins. Sowohl die Länge der Proteine und
der Transitpeptide als auch die Lage und Länge der Transmembrandomäne wird bei
beiden Arten etwa gleich vorhergesagt. Dennoch ist die Existenz des Transitpeptids
bei Ha widersprüchlich.
At-cTP At-tat TM


 

 

At
LG24
R112
NMS373
RHA280
RHA801
   
Ha-cTP Ha-tat TM
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung 4.5: Alinierung der Proteinsequenzen von MPBQ-Methyltransferase-2. Die Proteine beider
Arten sind etwa gleich lang. Die grauen Balken zeigen die Signalpeptide von At (oben) und Ha an
(unten, sehr schwache Vorhersage), die Dreiecke markieren vorhergesagte twin-arginine-Signale. Diese
liegen ebenfalls an etwa der gleichen Stelle. Die C-terminale Transmembrandomäne (TM) ist etwa gleich
lang und tritt bei beiden Vertretern auf. Die größten Unterschiede in den Proteinsequenzen treten im
mutmaßlichen Transitpeptid auf.
Ausgaben der Programme
T-Coffee: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/protein.score_html
ChloroP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/ChloroP1.1.html
TMHMM: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/TMHMM.html
TatP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/TatP.html
SignalP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/SignalP4.1-gram-negative.html (Vorhersage
für die Sequenzen gram-negativer Bakterien) und
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Tabelle 4.5: Ergebnisse der Vorhersageprogramme zu MPBQ-MT-2
4.5.1: Ergebnisse von TargetP zu MPBQ-MT-2.
Name Länge cTP mTP SP other Loc RC TPlen
Arabidopsis 338 0,983 0,140 0,003 0,012 C 1 51
RHA801 343 0,618 0,047 0,032 0,350 C 4 60
4.5.2: Ergebnisse von ChloroP zu MPBQ-MT-2.
Name Länge Punkte cTP CS-score cTP-length
Arabidopsis 338 0,585 Y 6,467 51
RHA801 343 0,480 - −0,230 60
4.5.3: TatP-Vorhersage zu MPBQ-MT-2.
Name Spaltstelle Sequenz
Arabidopsis 62-63 PSA-QP
RHA801 43-44 NLA-CG
RHA801 67-68 RPA-SQ
4.5.4: Ergebnis der Transmembrandomänen-Vorhersage für MPBQ-MT-2
Name außen TM innen N innen
Arabidopsis 1 304 328 0,168 23
RHA801 1 310 333 0,169 27
./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/SignalP4.1-gram-positive.html (Vorhersage für die Se-
quenzen gram-positiver Bakterien)
GPI: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/GPI.htm
MYR: ./Anhang_digital/Bioinformatik/MPBQ-MT/MPBQ-MT2/MYR.htm
4.1.5.3 Vergleich beider Proteinvarianten
Nach Alinierung aller verfügbaren Sequenzen und Anfertigung zweier phylogeneti-
scher Bäume mittels maximum parsimony- und maximum likelihood-Methode zeigt sich,
dass die Paraloge in die vorhergesagten zwei Gruppen zerfallen und das At-Enzym
eher in die Gruppe des Paralogs 2 von Sonnenblume fällt. Die zugehörigen Bäume
sind in Abbildung 4.6 auf der nächsten Seite dargestellt.
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4.1.6 Tocopherol-Zyklase
Tocopherol-Zyklase zyklisiert die zunächst offene MPBQ-Verbindung zu der typischen
Chroman-Kopfgruppe und ist damit das strukturbildende Enzym in der Tocopherol-
Synthese.
Das Gen von R112 ist etwa 40 bp länger als die anderen und hat einige Punktmutatio-
nen, die sich aber nicht auf die Primärsequenz niederschlagen.
Ein Sequenzvergleich auf Proteinebene (siehe Abbildung 4.7 auf der nächsten Seite;
aufgeschlüsselt siehe Abschnitt A.1.1 auf Seite 183) zeigt, dass die Sequenz innerhalb
der Sonnenblumen fast identisch und auch im Vergleich zu Arabidopsis recht kon-
serviert ist. Er zeigt jedoch auch, dass die Sequenz des Signalpeptids des At-Proteins
deutlich von den anderen verschieden ist, nur kurze Bereiche sind stark konserviert.
Das Vorhersageprogramm TargetP sagt voraus, dass AtTC mit großer Wahrschein-
lichkeit im Chloroplasten lokalisiert ist (cTP=0.931, R=1) und das Transitpeptid etwa
98 AA lang ist. Das Transitpeptid bei Ha soll hingegen nur 29 AA lang sein, ein
Wert, der laut Lopez-Juez und Pyke (2005) kanonisch ist. Die Voraussagen sind in
Tabelle 4.6.1 auf der nächsten Seite dargestellt.
TAIR beschreibt das Vorkommen in Thylakoiden. Ein twin-arginine-Signal wurde für At
bei 62|63 (PSA-QP) und bei Ha bei 41|42 (LSA-AK) vorhergesagt (siehe Tabelle 4.6.2
auf der nächsten Seite), wenn für die At-Sequenz die ersten 40 AA und für Ha die
ersten 30 AA entfernt wurden (Emanuelsson et al., 2007).
Diese Spaltstelle läge im vorhergesagten Transitpeptid und wäre unwirksam. Die
Vorhersagen von TargetP und TatP für AtTC widersprechen sich: Entweder ist das
Transitpeptid unüblich lang und von TargetP richtig prognostiziert, dann stimmt die
TatP-Vorhersage nicht, oder es ist kürzer und die TatP-Vorhersage stimmt.
Die Sequenzgegenüberstellung (Abbildung 4.7 auf der nächsten Seite) gibt einen
Hinweis darauf, dass das Transitpeptid bei beiden Arten falsch vorhergesagt wurde:
Der Bereich, ab dem die Proteinsequenzen deutliche Ähnlichkeiten zeigen, beginnt bei
etwa 60 AA, der Stelle, an der das für AtTC vorhergesagte Tat-Signal liegt.
Transmembrandomänen wurden weder für die At- noch für die Ha-Proteine vorherge-
sagt. Es gibt auch keinerlei vorhergesagte Myristoylierungsstellen oder GPI-Anker.
Ausgaben der Programme
T-Coffee: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/protein.score_html
ChloroP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/ChloroP1.1.html
TMHMM: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/TMHMMresult.html
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TatP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/TatP1.0.html
SignalP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/SignalP4.1-gram-negative.
html (Vorhersage für die Sequenzen gram-negativer Bakterien) und
./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/SignalP4.1-gram-positive.html (Vorher-
sage für die Sequenzen gram-positiver Bakterien)
GPI: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/GPI.htm
MYR: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/MYR.htm
At-tat

At-cTP
AtTC
LG24
NMS373
R112
RHA280
RHA801
Ha-cTP

Ha-tat
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung 4.7: Vergleich der Proteinsequenzen von TC. Die Proteine von At und Ha sind etwa gleich
lang. Transitpeptide sind bei beiden Arten vorhergesagt, unterscheiden sich aber deutlich in ihrer
Länge (graue Balken) und Sequenz. Die folgenden Bereiche sind artübergreifend recht konserviert.
Transmembrandomänen wurden nicht vorhergesagt.
Tabelle 4.6: Ergebnisse der Vorhersageprogramme zu TC
4.6.1: Ergebnisse von TargetP zu TC.
Name Länge cTP mTP SP other Loc RC TPlen
Arabidopsis 488 0,931 0,090 0,012 0,054 C 1 98
LG24 483 0,929 0,042 0,095 0,147 C 2 29
NMS373 483 0,929 0,042 0,095 0,147 C 2 29
R112 483 0,934 0,039 0,091 0,145 C 2 29
RHA280 483 0,929 0,042 0,095 0,147 C 2 29
RHA801 483 0,929 0,042 0,095 0,147 C 2 29
4.6.2: TatP-Vorhersage zu TC.
Name Spaltstelle Sequenz
Arabidopsis 62-63 PSA-QP
RHA801 41-42 LSA-AK
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4.1.7 γ-Tocopherol-Methyltransferase
γ-TMT methyliert δ- und γ-Tocopherol zu β- und α-Tocopherol, ebenso wie es die
entsprechenden Tocotrienole umsetzt. Dies ist der letzte Schritt in der Tocopherol-
Synthese. Das Kosubstrat ist wie auch bei MPBQ-MT SAM.
Der Sequenzvergleich der Proteine beider Arten zeigt wie bei den meisten anderen
Enzymen ab einer gewissen Stelle im Protein eine große Ähnlichkeit der Aminosäuren
(siehe Abbildung 4.8 auf der nächsten Seite). Nur der Bereich des Transitpeptids
von At fehlt bei den Ha-Proteinen. Die Vorhersage der Lokalisierung gibt für das
At-Enzym den Chloroplasten mit guter Verlässlichkeit an, für die Ha-Sequenzen wird
hingegen keine besondere Lokalisierung vorhersagt, weil ein Transitpepid fehlt (siehe
Tabelle 4.7.1 auf der nächsten Seite). ChloroP liefert fast dasselbe, nur wird hier für
die Ha-Sequenzen ein Transitpeptid von 4 AA Länge vorhergesagt (siehe Ausgaben der
Programme auf dieser Seite). Das ist jedoch vermutlich ein Artefakt, da ein übliches
Transitpeptid eher länger als 15 AA ist (Lopez-Juez und Pyke, 2005).
Es gibt außerdem ein twin-arginine-Signal bei 53|54 (At) und 46|47 (Ha) (siehe Tabel-
le 4.7.2 auf der nächsten Seite). Dies liegt aber bei Arabidopsis so nah (etwa 3 AA)
hinter der mutmaßlichen Spaltstelle des Signalpeptids, dass es sich vermutlich um
ein Artefakt handelt. Für die Ha-Proteine ist die Vorhersage eines twin-arginine-Signals
ohne Transitpeptid ungewöhnlich (Emanuelsson et al., 2007).
Ein Sekretionssignal wie bei gram-positiven Bakterien wird nur beim At-Protein
vorhergesagt. Es liegt zwischen Position 51 und 52 (AVA|AA) und läge direkt vor dem
mutmaßlichen Transitpeptid. Es gibt kein Sekretionssignal wie es bei gram-negativen
Bakterien aufträte. Weder Transmembrandomänen noch Myristoylierungsstellen oder
GPI-Anker wurden vorhergesagt.
Ausgaben der Programme
T-Coffee: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/protein.score_html
TargetP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/TargetP1.1.html
ChloroP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/ChloroP1.1.html
TMHMM: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/TMHMM.html
TatP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/TatP1.0.html
SignalP: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/SignalP4.1-gram-negative.
html und
./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/SignalP4.1-gram-positive.html
GPI: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/GPI.htm
MYR: ./Anhang_digital/Bioinformatik/gTMT/MYR.htm
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At-tat

At-cTP
AtTMT
LG24
NMS373
R112
RHA280
RHA801
RHA801 (2)

Ha-tat
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung 4.8: Alinierung der Proteinsequenzen von γ-Tocopherol-Methyltransferase. Die Proteinse-
quenzen von At und Ha sind etwa ab Aminosäure 40 im At-Protein sehr ähnlich. Ein Transitpeptid
wurde für Atγ-TMT vorhergesagt, dieses scheint in allen Haγ-TMT-Repräsentanten ersatzlos zu fehlen.
Vorhergesagte Tat-Signale sind durch Dreiecke markiert, Transmembrandomänen fehlen.
Tabelle 4.7: Ergebnisse der Vorhersageprogramme zu γ-TMT
4.7.1: Ergebnisse von TargetP zu γ-TMT.
Name Länge cTP mTP SP other Loc RC TPlen
Arabidopsis 348 0,950 0,252 0,010 0,014 C 2 50
LG24-2 314 0,082 0,099 0,188 0,866 – 2 –
NMS373 314 0,083 0,097 0,188 0,867 – 2 –
R112 314 0,086 0,096 0,193 0,866 – 2 –
RHA280 314 0,083 0,097 0,188 0,867 – 2 –
RHA801 314 0,083 0,097 0,188 0,867 – 2 –
RHA801_2 314 0,082 0,099 0,188 0,866 – 2 –
4.7.2: TatP-Vorhersage zu γ-TMT
Name Spaltstelle Sequenz
Arabidopsis 53-54 AAA-AT
RHA801_1 46-47 WEN-IW
4.1.8 Vergleich der Kozak-Sequenzen
Marylin Kozak berichtete 1987 von einer Konsensus-Sequenz, die um das Startkodon
AUG liegt. Sie entspricht der Shine-Dalgarno-Sequenz bei Prokaryonten und dient der
Erkennung eines offenen Leserahmens durch das Ribosom (Kozak, 1984a). Verände-
rungen in der Nähe des Startkodons können die Translationsefﬁzienz beeinﬂussen
(Kozak, 1984b). Von Lütcke et al. (1987) wurde die ideale Sequenz AACAAUGGC für
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Landpﬂanzen vorgeschlagen, mit der die entsprechenden Sequenzen aus den VTE-
Genen von Arabidopsis und Sonnenblume verglichen wurden.
Wie in Abschnitt 4.1.2 auf Seite 66 berichtet wurde, konnte für HaHPT keine Sequenz
aufwärts des Startkodons ermittelt werden, deswegen sind in Abbildung 4.9 NNN
eingetragen. Die Sequenz Konstrukt ist aus der resultierenden Sequenz im Expres-
sionsplasmid pMDC84 entnommen und damit diejenige, die in den Haarwurzeln
vorhanden ist. Die Basen dieser Sequenz sind nach dem Startkodon unterschiedlich,
weil dort das jeweilige klonierte Gen beginnt.
Es zeigt sich, dass die ermittelten Sequenzen im At-Genom um das Startkodon mitnich-
ten der Idealsequenz entsprechen. In Arabidopsis scheinen diese Sequenzen für eine
ausreichende Translation keine Rolle zu spielen, da die Pﬂanzen lebensfähig sind. Da
sich auch die am Ende im Plasmid konstruierte Sequenz (Konstrukt) nicht deutlicher
als die anderen Sequenzen von der Idealsequenz unterscheidet (siehe Abbildung 4.9),
wurde keine gesonderte Kozak-Sequenz eingefügt.
ideal AACAATGGC
AtVTE1 (AT4G32770.1) CATTATGGA
HaTC (RHA801) TTGAATGGA
AtVTE2 (AT2G18950.1) TTTCATGGA
HaHPT (09g010770) NNNNATGTC
HaHPT (10g056890) NNNNATGTT
AtVTE3 (AT3G63410.1) ATCGATGGC
HaMPBQ (RHA801) AATCATGGC
AtVTE4 (AT1G64970.1) ATAAATGAA
HaTMT (RHA801) TGCTATGGC
HaTMT (LG24, nicht exprimiert) TGCTATGGC
AtSAMS (AT1G02500) CAGAATGGA
Konstrukt CTCAATGNN
AACAATGGC
c.tt....a
ttg.....a
tttc....a
nnnn...t.
nnnn...tt
.t.g.....
..tc.....
.ta....aa
tg.t.....
tg.t.....
c.g.....a
ct.....nn
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung 4.9: Vergleich der Kozak-Sequenzen aller VTE-Gene mit der Idealsequenz und der in
den Haarwurzeln erwarteten. Links sind die Ähnlichkeiten aller Sequenzen dargestellt, rechts die
Unterschiede zur Idealsequenz. Die Sonnenblumen-Einträge RHA801 sind stellvertretend für alle
anderen Akzessionen eingesetzt, wenn sich diese in der fraglichen Sequenz nicht unterscheiden.
4.2 Klonierung
Dieser Abschnitt dokumentiert die Ergebnisse der molekularbiologischen Arbeitsschrit-
te von der Isolation der cDNA aus Arabidopsis bis zur Erzeugung der transformati-
onsbereiten A. rhizogenes.
Die im folgenden gezeigten Bilder von AGE-Gelen sind wie folgt beschriftet: Erwartete
und folgerichtig erschienene Ampliﬁkatbanden werden einmal pro Experiment mit
schwarz gefüllten Dreiecken in der richtigen Höhe und der zugehörigen Größe (einmal
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pro Gel) beschriftet. Weiß gefüllte Dreiecke markieren Ampliﬁkatbanden, die erwartet
werden, aber nicht erscheinen. Offene Dreiecke markieren solche Banden, die zwar
auftreten, aber nicht auftreten dürften. Die beiden letzten Typen werden besonders
diskutiert.
4.2.1 Ampliﬁkation der VTE-Gene aus Arabidopsis-cDNA
Die cDNA von Arabidopsis wurde nach der Isolation zunächst mittels PCR mit
CD_ACT2-Primern getestet. Danach wurden die fertig gespleißten Sequenzen mit den
jeweiligen Volllängenprimern (At-VTE1-fw/rv, At-VTE2-fw/rv, At-VTE3-fw/rv
und At-VTE4-fw/rv) ampliﬁziert. An diese Fragmente wurden mittels PCR mit
attB-Primern (siehe Abschnitt 3.3 auf Seite 42) die entsprechenden att-sites terminal
angefügt. In Tabelle 4.8 sind die Sequenzlängen der AtVTE-Gene auf cDNA- und
gDNA zusammengestellt.
Tabelle 4.8: Sequenzlängen der AtVTE-Gene in kbp
Gen ORF ORF und UTR Introns (in bp)
gDNA cDNA gDNA cDNA
AtVTE1 2,8 1,5 3,0 1,7 1343
AtVTE2 2,5 1,1 2,9 1,5 1375
AtVTE3 1,2 1,0 1,6 1,4 170
AtVTE4 1,7 1,1 1,9 1,3 610
4.2.2 Rekombination der VTE-Gene in die Eingangsplasmide (BP-Reaktion)
Die Eingangsplasmide wurden sequenziert, dabei wurden nur wenige Fehler zwischen
den att-sites festgestellt. In A.2 auf Seite 192 sind die Alinierungen aufgeführt und Ab-
weichungen diskutiert. Alle erzeugten, End- und Übergangskonstrukte sind im Ordner
./Sequenzen/Klonierung/ im ApE-Format abgelegt.16 Plasmidkarten ﬁnden sich
in den Abbildungen 3.1 bis 3.2 auf den Seiten 54–55.
pEntry-At-VTE1.1 Keine Fehler (siehe A.2.1 auf Seite 192).
pEntry-At-VTE2.1 Drei Basenaustausche, jeweils in der dritten Base, die zu keiner Ami-
nosäureänderung führen und vermutlich schon aus dem Genom der Arabidopsis-
Pﬂanze stammen und durch die erzeugte cDNA in das Eingangsplasmid gelangt
sind (siehe A.2.2 auf Seite 195).17
16Die ausführbare Programmdatei liegt ebenfalls dort und heißt ./Sequenzen/Klonierung/ApE_
2051.exe.
17TCC → TCT (Serin); TTT → TTC (Phenylalanin), ATT → ATC (Isoleucin).
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pEntry-At-VTE3 Ein Klon ohne Fehler (siehe A.2.3 auf Seite 196).
pEntry-At-VTE4 Ein Klon ohne Fehler (siehe A.2.4 auf Seite 198).
4.2.3 Rekombination der VTE-Gene in die Zielplasmide (LR-Reaktion)
In Abbildung 4.10 ist ein Überblick über die genutzten und erstellten Konstrukte
am Beispiel von AtVTE1 dargestellt. Die Kassette enthält unter Kontrolle eines 35S-
Promotors das entsprechende At-Gen zwischen den att-sites, eine C-terminale GFP-Fu-
sion, um die Lokalisierung im Gewebe mittels Fluoreszenzmikroskopie zu beobachten,
sowie zwei Sechs-Histidin-Markierungen: eine alternative (CATCAC ×3) hinter dem
eingebrachten Gen und eine vom Plasmid vorgegebene (CAC ×6) direkt hinter der GFP-
Domäne. Damit kann das durch die Haarwurzeln produzierte Protein angereichert
und mittels Western Blot und Antikörpern detektiert und nachgewiesen werden. Das
Schaubild 4.10 ist maßstabsgerecht und zeigt außerdem einige Bindestellen von im
Folgenden zur Charakterisierung und Klonierung benutzten Primern.
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Abbildung 4.10: Schema des fertigen, in die Haarwurzeln eingebrachten Konstrukts am Beispiel von
AtVTE1. Dargestellt ist die künstliche T-DNA mitsamt den genetischen Elementen als gerichtete Formen
und der Position innerhalb dieser. Primer sind als Pfeile in Richtung 5’-3’ dargestellt, leere Pfeile geben
potenzielle, unspeziﬁsche Bindungsstellen an. Die att-Positionen, zwischen die das zu exprimierende
VTE-Gen hineinrekombiniert wurde, sind als nach unten weisende Dreiecke eingezeichnet. Unter der
Kontrolle eines 2x35S-Promotors steht eine Fusion der Gene AtVTE1 und mgfp6, die von einem Nos-
Terminator abgeschlossen wird. Das spätere Protein enthält zwei Sechs-Histidin-Markierungen, eine im
Anschluss an AtVTE1 und eine am Ende von mGFP.
Das Hygromycin-Resistenz-Gen (hpt) wird von einem fast identischen 2x35S-Promotor
exprimiert, sodass einige Primerkombinationen für den Nachweis der Existenz der
VTE-Gene nur schlecht funktionieren: AW_35S-fw und AW_HygR-rv erbringen nur
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die Hygromycin-Resistenz selbst, nicht das Gesamtkonstrukt aus 35S-VTE-Gen-GFP6-
HygR. Der Primer AW_35S-fw bindet mit zwei Fehlpaarungen insgesamt zweimal pro
Promotor.
4.2.4 Charakterisierung der transformierten Agrobakterien
Nachdem die Expressionsplasmide fertiggestellt und überprüft wurden (Daten nicht
gezeigt), wurden A. rhizogenes ATCC15834 mittels Elektroporation damit transformiert.
Die erhaltenen, Kanamycin-resistenten Kolonien wurden mittels PCR auf Besitz des
Transgens und auf Virulenz getestet, bevor sie zur Transformation der Sonnenblumen-
Explantate verwendet wurden. Um zu testen, ob Transgen und Hygromycin-Resistenz
auf demselben Molekül liegen, wurde die PCR mit dem genspeziﬁschen Vorwärts-
und dem Rückwärts-Primer AW_hygR-rv für die Hygromycin-Resistenz durchgeführt.
Tabelle 4.9 enthält den Vorwärts-Primer, die erwartete Fragmentgröße und diejenige
Kolonie, die zur Transformation der Sonnenblumen-Explantate verwendet wurde. Wie
in den Abbildungen 4.11.1 bis 4.11.4 auf den Seiten 88–89 zu erkennen ist, sind für
jedes Konstrukt virulente und transgene A. rhizogenes gewonnen worden.
Die Positivkontrollen vom jeweils erzeugten Expressionsplasmid pJP84-At-VTE
erbrachten jeweils ein Ampliﬁkat in der erwarteten Größe und die Negativkontrolle
H2O war ohne sichtbares Ampliﬁkat. Die Virulenz, das heißt die Anwesenheit der
VCR-Region (Sawada et al., 1995) auf dem Ri-Plasmid der erzeugten A. rhizogenes,
wurde mittels VCR/VCF-Primern getestet. Die dort erwartete Produktgröße beträgt
730 bp, als Positivkontrolle wurde pRi genutzt, als Negativkontrolle H2O.
Abbildung 4.11.2 auf der nächsten Seite ist aus mehreren Einzelbildern zusammen-
gesetzt, eine ungeschnittene Version ﬁndet sich in Abbildung A.13 auf Seite 216. Die
Negativkontrolle in Abbildung 4.11.4 auf Seite 89 zeigt eine Ampliﬁkation, jedoch
handelt es sich hier um einen Pipettierfehler beim Beladen des Agarose-Gels.
Tabelle 4.9: Verwendete Primer, erwartete Ampliﬁkatgrößen und zur Transformation der Sonnenblumen-
Explantate verwendete A. rhizogenes-Kolonien.
Transgen Primerkombination Produktgröße (bp) Kolonie
AtVTE1 At-VTE1.1-fw/rv 4588 Kolonie A
AtVTE2 At-VTE2.1-fw/rv 4303 Kolonie C
AtVTE3 At-VTE3-fw/rv 4108 Kolonie B
AtVTE4 At-VTE4-fw/rv 4186 Kolonie G
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4.11.1 AGE, 1 %, 400ms exponiert, Midori Green. Einige Kolonien (A–G) wurden mittels colony-
PCR (30 Zyklen) getestet. Links: Test auf das insert VTE1 mittels Primerpaars At-VTE1.1-fw und
AW_hygR-rv, erwartete Produktgröße 4588 bp. Positivkontrolle pJP84-At-VTE1.1 (p1.1), Negativ-
kontrolle H2O.
Rechts: Virulenz einiger Kolonien (A–G) , dargestellt durch Ampliﬁkation mittels VCF/VCF-Primern,
Positivkontrolle (pRi, Negativkontrolle (H2O. Alle Kolonien enthalten die VCR/VCF-Region und damit
virulente R-DNA.
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4.11.2 AGE, 1 %, 100 (links) und 300ms (rechts) exponiert, Midori Green. Einige Kolonien (A–
E) wurden mittels colony-PCR (30 Zyklen) getestet. Links: Test auf das insert VTE2 mittels Pri-
merpaars At-VTE2.1-fw und AW_hygR-rv, erwartete Produktgröße 4303 bp. Positivkontrolle
pJP84-At-VTE2.1 (p2.1), Negativkontrolle H2O.
Rechts: Virulenz einiger Kolonien A–E , dargestellt durch Ampliﬁkation mittels VCF/VCF-Primern,
Positivkontrolle pRi, Negativkontrollen H2O und pJP84-At-VTE2.1 (p2.1). Alle Kolonien enthielten
die VCR/VCF-Region und damit virulente R-DNA.
Abbildung 4.11: Übersicht über die transformierten A. rhizogenes. Jeweils links: PCR zum Nachweis
des ORFs mit ORF-vorwärts- und -rückwärts-Primern. Die Produktgrößen sind in Tabelle 4.9 auf
der vorherigen Seite angegeben. Jeweils rechts: Virulenznachweis mit VCR/VCF-Primern mit einer
erwarteten Produktgröße von 730 bp. Die Negativkontrolle ist jeweils H2O, die Positivkontrolle das
entsprechende Zielplasmid pJP84-At-VTEx-His6 bzw. das Ri-Plasmid.
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4.11.3 AGE, 1 %, 400ms exponiert, Midori Green. Einige Kolonien (A–G) wurden mittels colony-PCR
(30 Zyklen) getestet. Links: Test auf das insert VTE3 mittels Primerpaar At-VTE3-fw und AW_hygR-rv,
erwartete Produktgröße 4108 bp. Positivkontrolle pJP84-At-VTE3 (p3), Negativkontrolle H2O.
Rechts: Virulenz einiger Kolonien (A–G), dargestellt durch Ampliﬁkation mittels VCF/VCF]-Primern,
Positivkontrolle pRi, Negativkontrolle H2O. Alle Kolonien enthielten die VCR/VCF-Region und damit
virulente R-DNA.
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4.11.4 AGE, 1 %, 400ms exponiert, Midori Green. Einige Kolonien (A–G) wurden mittels colony-PCR
(30 Zyklen) getestet. Links: Test auf das insert VTE4 mittels Primerpaars At-VTE4-fw und AW_hygR-rv,
erwartete Produktgröße 4186 bp. Positivkontrolle p84JP-At-VTE4 (p4), Negativkontrolle H2O. Diese
Kontrolle zeigt eine Ampliﬁkation bei der richtigen Produktgröße, jedoch handelt es sich hier um einen
Pipettierfehler beim Beladen des Agarose-Gels.
Rechts: Virulenz einiger Kolonien (A–G) , dargestellt durch Ampliﬁkation mittels VCF/VCF-Primern,
Positivkontrolle pRi, Negativkontrolle H2O. Alle Kolonien enthielten die VCR/VCF-Region und damit
virulente R-DNA.
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4.3 Erzeugung und Charakterisierung von Haarwurzeln
Dieser Abschnitt behandelt die Erzeugung und Charakterisierung der WT- und der
transgenen Haarwurzeln sowie deren Einzelschritte. Am Beispiel der Linien HaHR1.1-2
und HaHR1.1-4 werden in den Abbildungen 4.13 auf den Seiten 92–93 die Stadien
der Erzeugung aufgezeigt. In den folgenden Abschnitten auf dieser Seite sind die
morphologischen und molekularbiologischen Befunde der erzeugten Haarwurzeln
aufgeführt.
Es sind insgesamt vier Kandidaten für VTE1-, sechs für VTE2-, einer für VTE3-, drei
für VTE4-Überexprimierer und weitere 13 Linien aus diversen Kontrollansätzen (leere
Plasmide, AtSAMS als Kontrollgen und einige Haarwurzeln aus Brassica rapa) ent-
standen. Durch die doppelte Selektion auf die Transgen- (d. i. zunächst Hygromycin-
Resistenz) und die Haarwurzel-Eigenschaft (teilungsfähiges Gewebe mit Wurzelmor-
phologie) schienen keine falsch-positiven Linien oder WT-Wurzeln entstanden zu
sein, obwohl einige dieser Linien nach einiger Zeit starben. Für die Untersuchungen
blieben noch folgende Linien erhalten: HaHR1.1-1, HaHR1.1-2 (mutmaßliche VTE1-
Überexprimierer), HaHR2.1-2, HaHR2.1-4 (VTE2), HaHR3-2 (VTE3) und HaHR4-1,
HaHR4-2 (VTE4) sowie Wildtypen ohne Transgen-Eigenschaft. Diese wurden in einem
anderen experimentellen Ansatz mit WT-A. rhizogenes erzeugt und heißen: HaHR0.5,
HaHR0.8, HaHR0.10. Der Nachweis der korrekten molekularen Eigenschaften wird in
Abschnitt 4.3.4 auf Seite 94 geführt.
4.3.1 Optischer und haptischer Eindruck
Haarwurzeln aus Sonnenblume wachsen gut auf Festmedien (MS|3|0,6), wobei sich
jede Linie von den anderen in folgenden Eigenschaften unterscheiden kann: Wachs-
tumsgeschwindigkeit, Dicke der Wurzelsegmente, Länge der terminalen Ausläufer,
Länge der lateralen Ausläufer, Länge und Dichte der Wurzelhaare, Stärke der Verzwei-
gung und Eindringen in das Medium. Generell sind dadurch die optischen Eindrücke
vieler Linien sehr unterschiedlich. Der haptische Eindruck ergibt sich für den Autor
als Eindruck, der entsteht, wenn die verschiedenen Haarwurzel-Linien mit der Pin-
zette manipuliert werden: Dicke und Rigidität der Seitenwurzeln, Grifﬁgkeit und die
Zugfestigkeit.
Auf neues MS|3|0,6 gesetzte etwa 5mm lange Wurzelspitzen wurden regelmäßig
kontrolliert und die Wachstumsgeschwindigkeit gemessen. Diese unterscheidet sich bei
den einzelnen Haarwurzeln stark, ein mittleres Wachstum unter Standardbedingungen
entspricht etwa 2mm pro Tag, ein sehr geringes etwa 0,5 cm je Woche. Die Längenzu-
nahme konnte nur so lange beobachtet werden, wie die einzelnen Wurzelteile noch
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nicht übereinander gewachsen waren (maximal anderthalb Wochen). Nach diesem
Zeitpunkt wurde die Biomassezunahme als Wachstumsparameter genutzt. Sie liegt
zwischen 0,3 und 1,8g Frischgewicht je Woche.
Mit zunehmender Verweildauer auf demselben Medium verbräunen die Wurzel-
segmente und schwellen auf, vermutlich um ihre Oberﬂäche zu vergrößern. Eine
Verholzung der Haarwurzeln war niemals zu beobachten, denn die Zug- und Brechei-
genschaften junger und alter Haarwurzeln waren immer gleich. Das Aufschwellen
tritt nicht bei allen Linien auf (siehe Abbildung 4.12.1), dafür aber auch bei normalen
Keimlingen (Abbildung 4.56.3 auf Seite 138). Es liegt vermutlich nicht an Kohlenhydrat-
mangel, wie die später vorgestellten Experimente auf Kohlenhydrat-Mangelmedium
mit nur 0,5 statt 3 % Sucrose zeigen (siehe Abschnitt 4.8.3 auf Seite 124). Die verbräun-
ten und scheinbar toten Gewebestücke können nach Umsetzen auf frisches Medium
optisch normale Ausläufer hervorbringen, die in der Lage sind, eine ganze Petrischale
zu bewachsen (siehe Abbildung 4.12.2).
4.12.1 Angeschwollende Wurzeln nach etwa vier
Wochen. Die jungen Ausläufer sehen normal aus,
die älteren hingegen sind geschwollen.
4.12.2 Auch braune, vermeintlich abgestorbene Ge-
webestücke von Haarwurzeln sind in der Lage,
gut wachsende und optisch normale Haarwurzeln
hervorzubringen.
Abbildung 4.12: Haarwurzellinien auf MS|3|0,6. Bei zunehmendem Alter schwellen einige Wurzeln
auf (links) und verbräunen (links und rechts).
4.3.2 Molekularbiologische Eigenschaften: gDNA-Isolation und Integritätstest
Die aus Sonnenblume isolierte gDNA war regelmäßig stark verunreinigt. Diese Ver-
unreinigung bestand einerseits aus anderen Nukleinsäuren, zu großen Teilen aber
auch aus Polyphenolen und Tanninen, die die Lösung braun färbten, die Absorp-
tionsmessungen bei 260 und 280nm störten und einen höheren gDNA-Gehalt vor-
91
4 Ergebnisse
4.13.1 14 dpi, Kontrolle. Zwei Blattstücke und ein
Sprossabschnitt wurden ohne A. rhizogenes einge-
schnitten. Der Spross wird kallös und entwickelt
einen kleinen Schössling, die Blattstücke entwi-
ckeln keine besonderen Auffälligkeiten.
4.13.2 14 dpi, transformiert. Die mit einem mit
A. rhizogenes-inokulierten Skalpell behandelten
Pﬂanzenstücke haben kleinere bis größere Wurzeln
entwickelt. Diese wachsen im Gegensatz zu nor-
malen Wurzeln auch aus den Blättern heraus. Der
Sprossabschnitt wird wie bei der Kontrolle kallös,
entwickelt jedoch auch Wurzeln.
4.13.3 20 dpi, Kontrolle. Der Schössling aus dem
Sprossabschnitt wächst weiter und entwickelt deut-
lich sichtbare Blattanlagen. Die Blattstücke entwi-
ckeln sich nicht weiter.
4.13.4 20 dpi, transformiert. Die Wurzeln wachsen
weiter aus und werden kräftiger.
Abbildung 4.13: Erzeugung der Haarwurzeln. Es wurden etwa vier Wochen alte, steril gekeimte
Pﬂanzen in einzelne Explantate zerlegt und danach als Kontrolle weitergeführt oder mit A. rhizogenes
inokuliert. Oben links: Kontrollansatz, oben rechts: inokulierte Explantate.
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4.13.5 Nach acht Tagen Selektion auf 50μg/ml Hygromycin B. Links ist zu erkennen, dass die einzelnen
Explantate direkt selektiert werden können. Dabei wachsen die Hygromycin-resistenten Wurzeln weiter.
Rechts ist eine vom Explantat abgenommene Linie abgebildet, die schnelles Wachstum zeigt.
4.13.6 Linie HaHRL1.1-2 nach sieben Tagen Inku-
bation auf 250μg/ml Cefotaxim. Die Linie ist auf
dem Medium sehr gut angewachsen.
4.13.7 Linie HaHRL1.1-4 wuchs auf dem Medium
ebenfalls sehr gut an.
Abbildung 4.13: Die Selektion der Kandidatenlinien erfolgt danach mittels 50μg/ml Hygromycin B
(oben). Schließlich werden eventuell verbliebene Agrobakterien mittels Inkubation auf MS|3|0,6 +
250μg/ml Cefotaxim abgetötet.
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täuschten (Greilhuber, 1987; Price, 2000). Außerdem inhibierten sie die PCR. Diesem
Problem wurde durch Veränderung der Konzentration der Dream-Taq-Polymerase
und Nutzung der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs)
zu begegnen versucht, jedoch nicht erfolgreich (Daten nicht gezeigt). Die DNA konnte
nach Verdünnung oder Reinigung mittels Roche High Pure PCR CleanUp MicroKit in
einer PCR genutzt werden. Schlussendlich konnte für jede einzelne Haarwurzel-Linie
funktionsfähige gDNA gewonnen werden (siehe folgende Abschnitte).
4.3.3 Wildtyp-Haarwurzeln
Die WT-Haarwurzeln wurden phänotypisch nur optisch beurteilt, indem sie mehrfach
subkultiviert wurden und mehr als zwei Passagen ohne grüne Pﬂanzenteile gut auf
MS|3|0,6 wuchsen. Eine Resistenzprüfung auf Hygromycin wie bei den transgenen
Haarwurzeln war nicht möglich. Die molekularbiologische Charakterisierung erfolgte
nach Isolation genomischer DNA wie im Abschnitt 3.29 auf Seite 56 beschrieben.
Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4.14.1 bis 4.14.2 auf der nächsten Seite
dargestellt.
Molekularbiologische Eigenschaften
Die PCR zeigt genau die erwarteten Ergebnisse: Alle Linien sind frei von bakteriel-
ler Plasmid-DNA, wie das Fehlen der 730-bp-Bande nach PCR anzeigt (siehe Abbil-
dung 4.14.1 auf der nächsten Seite). Die daraufhin ampliﬁzierten Fragmente von 626 bp
(rolC) und 423 bp (rolB) müssen demzufolge aus der korrekt integrierten R-DNA von
A. rhizogenes stammen (siehe Abbildung 4.14.2 auf der nächsten Seite) und zeigen die
Umwandlung in eine echte Haarwurzellinie an. Der oben beschriebene Phänotyp wird
durch den hier festgestellten Genotyp bestätigt. Später durchgeführte Experimente
zeigen außerdem, dass diese WT-Haarwurzeln nicht resistent gegen Hygromycin sind
(zum Beispiel Abbildung 4.24.1 auf Seite 104).
4.3.4 Transgene Haarwurzeln
Transgene Haarwurzeln gehen im Rahmen dieser Arbeit aus einer Doppeltransfor-
mation hervor: Einerseits wird die natürliche R-DNA aus A. rhizogenes in das Genom
integriert und deren Gene exprimiert – daraus entsteht eine WT-Linie–, andererseits
wird die T-DNA des künstlich mittels gateway®-Klonierung erzeugten Plasmids in das
Genom integriert und deren Gene exprimiert, was zur Ausprägung einer Hygromy-
cin-Resistenz und der starken Expression eines AtVTE-Gens führt. Beide Ereignisse
ﬁnden unabhängig voneinander statt und müssen getrennt getestet werden. Nach
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4.14.1 AGE nach PCR von WT-Haarwurzel-gDNA mit VCR/VCF-Primern. Die erwartete Produktgröße
liegt bei 730 bp. Von links nach rechts sind aufgetragen: HaHR0.5 – HaHR0.10, als Kontrollen dienten als
Matrix H2O, pRi, gDNA von Ha und At. Nur in der Kontrolle (pRi) tritt ein Ampliﬁkat auf.
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4.14.2 AGE nach PCR von WT-Haarwurzel-gDNA mit AL_Arhi-rolC20- und AL_Arhi-rolB20-
Primern. Die Produktgrößen liegen bei 626 bp (rolC) und 423 bp (rolB). Von links nach rechts sind
aufgetragen: HaHR0.5 – HaHR0.10, als Kontrollen dienten als Matrix H2O, pRi, gDNA von Ha und At.
Die zu rolB und rolC zugehörigen Ampliﬁkatbanden treten in allen Proben und der Positivkontrolle auf,
nicht jedoch in der Negativkontrolle.
Abbildung 4.14: Molekularbiologische Charakterisierung von WT-Haarwurzeln.
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der phänotypischen und molekularbiologischen Charakterisierung schließt sich die
Untersuchung der Genexpression an.
Analog zu den WT-Haarwurzeln wurden die transgenen Haarwurzeln phänotypisch
und molekularbiologisch getestet: Sie wuchsen mehr als zwei Subkultivierungen
ohne grüne Planzenteile und waren resistent gegen 50 μg/ml Hygromycin (siehe
Abschnitte 4.3.4.1 und 4.3.5.1 auf Seite 103). Danach wurde gDNA isoliert und auf das
Vorhandensein der rolB- und rolC-Gene sowie auf Abwesenheit von bakterieller DNA
getestet.
4.3.4.1 Vortest: Hygromycin-Resistenz
Um zu ermitteln, wie hoch die Hygromycin-Konzentration für eine optimale Selektion
sein muss, wurde eine WT-Haarwurzel in MS|3 mit verschiedenen Hygromycin-Kon-
zentrationen für 28 Tage im Schüttelkolben inkubiert. Es zeigt sich, dass bereits bei
20μg/ml Hygromycin B eine vollständige Wachstumsinhibition auftritt (siehe Abbil-
dung 4.15). Für Gemeinen Beinwell (Symphytum ofﬁcinale) ist diese beispielsweise höher
(Annemarie Lippert, persönliche Mitteilung). Für die spätere Selektion wurden aber
50μg/ml Hygromycin B festgelegt, in weiteren Experimenten auch bis zu 250μg/ml
(siehe Abschnitt 4.3.5.1 auf Seite 103).
4.15.1 0μg/ml 4.15.2 20μg/ml 4.15.3 50μg/ml
4.15.4 100μg/ml 4.15.5 150μg/ml 4.15.6 250μg/ml
Abbildung 4.15: WT-Haarwurzel-Linie auf MS|3 mit unterschiedlichen Konzentrationen Hygromycin B
nach 28 Tagen. Schon ab 20μg/ml ist kein Wachstum mehr zu beobachten.
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4.3.4.2 Vortest: Kreuzreaktion der At-Primer mit Ha-gDNA
Um die transgenen Haarwurzeln mittels PCR zu charakterisieren, muss zunächst
sichergestellt sein, dass die zum Nachweis des Transgens genutzte Primerkombination
nicht auf der Sonnenblumen-gDNA bindet. Das ist nicht der Fall, wie Abbildung 4.16
zeigt. Die eingesetzte gDNA ist PCR-geeignet, wie der rechte Teil des Bildes zeigt. Die
Volllängen-Primer der At-Gene (At-VTEn-fw/rv) lassen sich also zur Charakterisie-
rung der Transgene auf gDNA-Ebene verwenden.
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Abbildung 4.16: Darstellung der möglichen unspeziﬁschen Ampliﬁkation der At-Volllängenprimer
(At-VTEn-fw/rv) auf Ha-gDNA (links) und Darstellung der Integrität der gDNA (rechts). Links: AGE
nach PCR, 40 Zyklen, 1 % Agarose, Midori Green, 500ms exponiert. Die Primerpaare zur Volllängenam-
pliﬁkation von AtVTE1–AtVTE4 wurden mit At- (AtG) und Ha-gDNA (HaW) als Matrix getestet. Bei
den untersuchten Bedingungen tritt keine unspeziﬁsche Ampliﬁkation auf.
Rechts: AGE nach PCR, 2 % Agarose, 40 Zyklen, Midori Green, 750ms exponiert. CD_ACT2-fw/rv mit
At- (AtG) und Ha-gDNA (HaW) als Positiv- und H2O als Negativkontrolle.
4.3.4.3 Molekularbiologische Eigenschaften
Wie bei den WT-Haarwurzeln (siehe 4.3.3 auf Seite 94) sind alle Linien frei von
bakterieller Plasmid-DNA, wie das Fehlen der 730-bp-Bande nach PCR anzeigt (siehe
Abbildung 4.17.1 auf der nächsten Seite). Die daraufhin ampliﬁzierten Fragmente von
626 bp (rolC) und 423 bp (rolB) müssen demzufolge aus der korrekt integrierten R-DNA
von A. rhizogenes stammen (siehe Abbildung 4.17.2 auf der nächsten Seite) und zeigen
die Umwandlung in eine echte Haarwurzellinie an. Später durchgeführte Experimente
zeigen außerdem, dass diese WT-Haarwurzeln resistent gegen Hygromycin sind (zum
Beispiel Abbildung 4.21 auf Seite 101 oder Abschnitt 4.3.5.1 auf Seite 103).
4.3.5 Test der Haarwurzeln auf Transgen-Integration
Es erwies sich als schwierig, mit der isolierten gDNA zu arbeiten (siehe auch Ab-
schnitt 4.3.2 auf Seite 91), zum Teil wurden Ampliﬁkate generiert, zum Teil nicht.
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4.17.1 AGE nach PCR von gDNA transgener Haarwurzeln mit VCR/VCF-Primern. Die erwartete Produkt-
größe liegt bei 730 bp. Von links nach rechts sind aufgetragen: HaHR0.8 (als WT-Kontrolle), HaHR1.1-1,
1.1-2, 2.1-2, 2.1-4, 3-2, 4-1 und 4-2, als weitere Kontrollen dienten als Matrix H2O, pRi, gDNA von Ha
(Ha). Nur in der Positivkontrolle (pRi) tritt ein Ampliﬁkat auf.
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4.17.2 AGE nach PCR von gDNA transgener Haarwurzeln mit AL_Arhi-rolC20- und
AL_Arhi-rolB20-Primern. Die Produktgrößen liegen bei 626 bp und 423 bp, das Agarosegel ist
2 %ig, 40 Zyklen wurden durchgeführt. Von links nach rechts sind aufgetragen: HaHR0.8 (als WT-
Kontrolle), HaHR1.1-1, 1.1-2, 2.1-2, 2.1-4, 3-2, 4-1 und 4-2, als weitere Kontrollen dienten als Matrix H2O,
pRi, gDNA von Ha (Ha). Die zu rolB und rolC zugehörigen Ampliﬁkatbanden treten in unterschiedlicher
Intensität in allen Proben und der Positivkontrolle auf, sonst jedoch nicht.
Abbildung 4.17: Molekularbiologische Charakterisierung von transgenen Haarwurzeln. Die Kulturen
sind frei von Agrobakterien und enthalten die Gene rolB und rolC, was sie als Haarwurzeln auszeichnet.
Um diese Inkonsistenz zu verringern, wurde die gDNA mit dem in Abschnitt 3.18
auf Seite 47 beschriebenen Kit „High Pure PCR Clean Up“ (Roche, Basel) gereinigt,
wobei nur eine sehr geringe Menge verblieb. Ein erneuter Integritätstest mittels ACT2-
Primern wurde durchgeführt, um die Eignung der gereinigten gDNA zu prüfen.
Die gDNA der Linien HaHR0.8, 1.1-2, 3-2 und 4-2 erbrachte kein Ampliﬁkat der
erwarteten Größe von etwa 750 kbp. Das Ampliﬁkat von HaHR2.1-4 war nur schwach
zu erkennen, die jeweiligen Kontrollen (At-gDNA, H2O und Ha-gDNA) entsprachen
der Erwartung (siehe Abbildung 4.18 auf der nächsten Seite). Von der gDNA von
HaHR3-2 und 4-2 wurde die doppelte Menge (etwa 20ng) in den folgenden PCRs
eingesetzt.
Um festzustellen, ob die erzeugten Haarwurzeln transgen sind und jeweils das aus
Arabidopsis stammende Tocopherol-Biosynthese-Gen tragen, wurde eine PCR mit
den entsprechenden Volllängenprimern At-VTEn-fw und At-VTEn-rv durchgeführt.
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Abbildung 4.18: AGE nach PCR mit CD_ACT2 auf Haarwurzel-gDNA, 40 Zyklen, 2 % Agarose, Midori
Green, 750ms exponiert. Die erwartete Größe des Ampliﬁkats beträgt etwa 750 bp. Nur die gDNA der
Linien HaHR1.1-1, 2.1-2, 2.1-4 (sehr schwach), 4-1 und der gDNA von At (AtG) und Ha (HaW) brachte
ein Ampliﬁkat dieser Größe hervor. Die Linien HaHR0.8, 1.1-2, 3-2 und 4-2 erbrachten kein solches. Die
Negativkontrolle (H2O) war leer.
Die gDNA wurde aufgrund der Qualität (siehe Abschnitt 4.3.2 auf Seite 91) jeweils
so verdünnt, dass mittels PCR mit CD_ACT2 ein entsprechendes Ampliﬁkat erhalten
wurde. Bei fast allen Haarwurzeln konnte ein Ampliﬁkat richtiger Größe nachgewiesen
werden, obwohl einige von ihnen beim Test der Integrität der isolierten gDNA keine
Ampliﬁkatbanden erbracht hatten (HaHR1.1-2 und HaHR3-2, siehe Abbildung 4.19
auf der nächsten Seite). Beide Befunde zusammen ergaben, dass die gDNA aller Linien
bis auf Linie HaHR4-2 PCR-tauglich war und für weitere Experimente genutzt werden
konnte. Nur die gDNA der Linie HaHR4-2 war bis zuletzt nicht von ausreichender
Qualität oder Menge, wie Abbildung 4.19 auf der nächsten Seite zeigt.
Neben dem entsprechenden Tocopherol-Synthesegen sollten die Haarwurzeln auch
die Gensequenz von GFP besitzen. Darauf wurde mittels SJ_GFP-fw und SJ_GFP-
rv getestet. Die erwartete Ampliﬁkatgröße betrug 603 bp. Die Linien HaHR1.1-1–
HaHR2.1-4 lieferten die entsprechende Ampliﬁkatbande. Als Positivkontrolle diente
pMDC84, als Negativkontrollen Sonnenblumen-gDNA, das Ri-Plasmid und H2O. Die
Linien HaHR3-2 und 4-1 erbrachten jedoch kein Ampliﬁkat (siehe Abbildung 4.20 auf
der nächsten Seite).
Obwohl die Hygromycin-Resistenz später physiologisch untersucht wurde (siehe
Abschnitt 4.3.5.1 auf Seite 103), wurde mittels AW_hygR-fw und AW_hygR-rv auch
molekularbiologisch auf das Vorhandensein der entsprechenden Sequenz getestet
(siehe Abbildung 4.21 auf Seite 101). Die erwartete Ampliﬁkatgröße betrug 883 bp.
Ein entsprechendes Ampliﬁkat trat in der Positivkontrolle pMDC84 sowie in den
Linien HaHR1.1-1–HaHR2.1-4 auf. Die Negativkontrollen HaHR0.8, Sonnenblumen-
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Abbildung 4.19: AGE nach PCR von At-VTE-Primerpaaren auf Haarwurzel-gDNA, 40 Zyklen, 1 %
Agarose, Midori Green, 750ms exponiert. Die Primer erzeugten auf den entsprechenden Kandidaten
HaHR1.1-1 . . . HaHR4-1 (1.1-1–4-1) Ampliﬁkate, deren Größe mit denen des eingebrachten Konstrukts
(p1–p4) übereinstimmt. Die Dreiecke geben die Größe in kbp an. Die gDNA von HaHR4-2 (4-2) war
nicht von ausreichender Qualität, dort war auch der Nachweis mit CD_ACT2 negativ.
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Abbildung 4.20: AGE nach PCR mit SJ_GFP-fw/rv-Primerpaar auf Haarwurzel-gDNA, 40 Zyklen,
1,5 % Agarose, Midori Green, 1000ms exponiert. Auf der gDNA der entsprechenden Kandidaten
HaHR1.1-1–HaHR2.1-4 wurden Ampliﬁkate erzeugt, deren Größe mit der von pPMDC84 (p84) überein-
stimmte (gefülltes Dreieck). Ha-gDNA (HaW), das Ri-Plasmid (pRi) und H2O dienten als Negativkon-
trollen. Die Linien HaHR3-2 (3-2) und 4-1 (4-1) lieferten kein Ampliﬁkat. Die gDNA von HaHR4-2 (4-2)
war nicht von ausreichender Qualität, dort war auch der Nachweis mit CD_ACT2 negativ.
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gDNA, das Ri-Plasmid und H2O sowie die Linien HaHR3-2 und 4-1 erbrachten kein
Ampliﬁkat.
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Abbildung 4.21: AGE nach PCR mit AW_hygR-fw/rv auf Haarwurzel-gDNA, 40 Zyklen, 1,5 % Agarose,
Midori Green, 1000ms exponiert. Nur von gDNA der Linie HaHR3-2 (3-2) wurde ein Ampliﬁkat erzeugt,
dessen Größe mit der von pPMDC84 (p84) übereinstimmte (gefülltes Dreieck). Die anderen Linien
(1.1-1–2.1-4 sowie 4-1 und 4-2) erbrachten kein solches Ampliﬁkat. Linie HaHR0.8 (0.8), Ha-gDNA
(HaW), das Ri-Plasmid (pRi) und H2O dienten als Negativkontrollen.
Da eine erfolgreiche Genexpression von einem vorhandenen Promotor abhängt, wurde
im nächsten Schritt überprüft, ob die Sequenz für den 35S-Promotor direkt vor dem
ORF des Tocopherol-Synthesegens liegt (siehe Abbildung 4.22 auf der nächsten Seite).
Dazu wurde die Primerkombination AW_35S-fw und At-VTEn-rv verwendet. Da
die Ampliﬁkate der jeweiligen Gene unterschiedlich groß sind, werden hier keine
erwarteten Größen angegeben. Stattdessen ist gut zu erkennen, dass die bei den Linien
HaHR1.1-1–HaHR2.1-4 und HaHR4-1 erzeugten Ampliﬁkate ebenso groß wie die der
jeweiligen Kontrollampliﬁkate von den jeweils eingesetzten Expressionsplasmiden
pJP84-At-VTE1.1–VTE4 waren. Lediglich Linie HaHR3-2 erbrachte kein Ampliﬁkat.
Als Negativkontrollen dienten Sonnenblumen-gDNA und H2O.
Zuletzt sollte geprüft werden, ob sich das Gesamtfragment, also jeweiliger ORF mit
Sechs-Histidin-Markierung und GFP-Fusion wie stellvertretend in Abbildung 4.10 auf
Seite 86 abgebildet, in den einzelnen Linien ﬁndet. Dazu wurde die Primerkombination
AW_35-fw und SJ_GFP-rv genutzt. Die Positivkontrolle pMDC84 erbrachte ein Am-
pliﬁkat von etwa 3,2kbp, die Negativkontrollen HaHR0.8, Sonnenblumen-gDNA, das
Ri-Plasmid und H2O kein Ampliﬁkat. Keine einzige Haarwurzellinie wurde positiv
getestet (siehe Abbildung 4.23 auf der nächsten Seite).
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Abbildung 4.22: AGE nach PCR mit AW_35S-fw und AtVTEn-rv auf Haarwurzel-gDNA, 40 Zyklen,
1,5 % Agarose, Midori Green, 1000ms exponiert. Die Primer erzeugten auf den entsprechenden Kan-
didaten HaHR1.1-1–HaHR2.1-4 und HaHR4-1 (1.1-1–2.1-4, 4-1) Ampliﬁkate, deren Größe mit der
entsprechenden Kontrollen pJP84-At-VTE1.1–VTE4 (p1–p4) übereinstimmte (gefülltes Dreieck), Linie
HaHR3-2 (3-2) erbrachte kein Ampliﬁkat (weißes Dreieck). Ha-gDNA (Ha) und H2O dienten jeweils als
Negativkontrollen.

   	  	 	 
	 

Abbildung 4.23: AGE nach PCR mit AW_35-fw und SJ_GFP-rv von Haarwurzel-gDNA, 40 Zyklen,
1,5 % Agarose, Midori Green, 1000ms exponiert. Die Primer erzeugten nur auf dem Kontrollplasmid
pMDC84 (p84) das etwa 3,2kbp große Ampliﬁkat (gefülltes Dreieck). Für keine der Haarwurzeln (1.1-1–
4-2) konnte ein Ampliﬁkat nachgewiesen werden. Die Ha-gDNA (HaW), das Ri-Plasmid (pRi) und H2O
dienten als Negativkontrollen.
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4.3.5.1 Hygromycin-Resistenz
Die Haarwurzellinien wurden mehr als acht Monate nach Erzeugung und Selektion
Hygromycinresistenz erneut für eine Woche auf MS|3 mit 250μg/ml Hygromycin B
kultiviert, um zu ermitteln, ob die Resistenz erhalten geblieben ist. Obwohl Haarwur-
zeln genetisch stabil sind (siehe Abschnitt 2.1 auf Seite 5), sollte sichergestellt werden,
dass die Resistenz und damit die Transgene nach mehr als einem Jahr nicht verloren
gegangen waren. Außerdem konnte es sein, dass nur einige Zellen in der Haarwurzel
resistent waren, die Inaktivierungsrate des Hygromycins aber ausgereicht hat, um
irrtümlich auch nicht-resistente und nicht-transgene Zellen am Leben zu erhalten.
Dies wird in Abschnitt 5.6 auf Seite 174 ausführlich diskutiert. Falls sich während
des Wachstums und der Subkultivierung die Hygromycin-resistenten Zellen nicht ver-
mehren oder falls gesamte Wurzelspitzen ihre Resistenz verloren haben, sollten diese
Linien nicht mehr wachsen. In Arabidopsis kann es vorkommen, dass eine Resistenz
verlorengeht, obwohl ein nahegelegenes Transgen noch immer nachweisbar ist (zum
Beispiel durch Mutation oder transposible Elemente). Außerdem kann die Insertion
von T-DNA das gesamte Genom und Transkriptom verändern (siehe Abschnitt 2.2.2
auf Seite 11).
Nach einer Woche Inkubation bei Standardbedingungen waren alle Haarwurzeln bis
auf HaHR3-2 gut angewachsen (siehe Abbildung 4.24 auf der nächsten Seite). Als
Kontrolle diente die WT-Linie HaHR0.10, die nicht resistent ist. Das Ergebnis war
unerwartet: Während das Hygromycin-Resistenzgen nur bei HaHR3-2 nachweisbar war
(siehe Abbildung 4.21 auf Seite 101), war genau diese Linie nicht Hygromycin-resistent!
Aus der Selektion auf Hygromycin direkt nach der Erzeugung der Haarwurzeln ging
sie jedoch als resistent hervor.
4.4 Expression der Transgene
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Genexpressionsanalyse der Linie
HaHR1.1-1 vorgestellt. Dabei wurde die Existenz der integrierten cDNA des entspre-
chenden Leserahmens einmal mit den Volllängenprimern und denen von Dolle (2011)
entworfenen und etablierten Primer nachgewiesen. Der Nachweis der Expression von
AtVTE1 in HaHR1.1-1 wurde mittels einer Sequenzierung abgeschlossen.
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4.24.1 HaHR0.10, Negativkon-
trolle
4.24.2 HaHR1.1-1 4.24.3 HaHR1.1-2
4.24.4 HaHR2.1-1 4.24.5 HaHR2.1-2 4.24.6 HaHR2.1-8
4.24.7 HaHR3-2 4.24.8 HaHR4-1 4.24.9 HaHR4-2
Abbildung 4.24: Haarwurzel-Linien auf MS|3|0,6 + 250 μg/ml Hygromycin B nach einer Woche.
Es ist zu erkennen, dass die Kontrolle HaHR0.10 (Abbildung 4.24.1) und die Linie HaHR3-2 (Abbil-
dung 4.24.7) nicht wuchsen. Alle anderen Linien wuchsen normal im Sinne der für jede Linie üblichen
Geschwindigkeit und Rate (siehe Abschnitt 4.3.1 auf Seite 91). Der Durchmesser der Petrischalen beträgt
9 cm.
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4.4.1 Expression des Aktin2-Gens in Haarwurzeln
Die Primer CD_ACT2 wurden mithilfe des Datenbankeintrags FJ487621.118 erstellt,
wie Dolle (2011) angibt. Dieser Eintrag repräsentiert jedoch nur einen Leserahmen
des Ha-ACT2-Gens und gibt mit den verwendeten Primern die erwartete Ampliﬁ-
katgröße von 686 bp an. Dolle (2011) gibt zwar 646 bp an, jedoch wurde mit einer
neueren At-ACT2-Sequenz (NM_112764.3) vom 02.06.2016 ebenfalls nur eine Länge
von 686 bp gefunden. Die Sequenzen beider Spezies sind innerhalb des Leserah-
mens sehr ähnlich, der Vorwärts-Primer bindet mit drei, der Rückwärts-Primer mit
nur zwei Fehlpaaarungen (siehe Tabelle 4.10 und detailliert in Abschnitt A.4 auf
Seite 203). Die Original-Programmausgabe ﬁndet sich im digitalen Anhang unter
./Anhang_digital/Bioinformatik/ACT2/ACT2.score_html.
Tabelle 4.10: Gegenüberstellung der Primerbindestellen von CD_ACT2 auf Ha- und At-gDNA. Die
Primersequenzen sind in 5’--3’-Richtung angegeben, Fehlpaarungen auf der At-Sequenz werden mittels
Kleinbuchstaben angezeigt. Beim Vorwärts-Primer sollten gegenüber der Datenbank-Sequenz drei
Fehlpaarungen auftreten, von denen die letzte nah am 3’-Ende auftritt, beim Rückwärts-Primer nur
zwei nah am 5’-Ende.
Gen Sequenz (vorwärts) Sequenz (rückwärts)
HaACT2 CAGGGAGAAGATGACCCAGA ATCCTCCGATCCAGACACTG
AtACT2 CAGaGAGAAGATGACtCAaA AaCCaCCGATCCAGACACTG
Zunächst wurde die freundlicherweise von Sabine Marschollek gewonnene cDNA
mittels CD_ACT2-Primern auf Integrität und auf etwaige Kontamination durch gDNA
getestet (siehe Abbildung 4.25 auf der nächsten Seite). Wie zu erkennen ist, exprimier-
ten die Linie HaHR1.1-1 sowie Arabidopsis das ACT2-Gen. Auch die Positivkontrolle
Sonnenblumen-gDNA erbrachte Ampliﬁkate in der erwarteten Größe von 686 bp. Die
cDNA von HaHR1.1-1 von im Dunkeln und im Schwachlicht inkubierten Haarwurzeln
wurde isoliert und 1:3 bis 1:10 verdünnt. Die Negativkontrollen H2O und DNase-
verdaute RNA erbrachten keine Ampliﬁkate. Somit wurde gezeigt, dass die isolierte
cDNA nicht gDNA-kontaminiert ist.
4.4.2 Expression von AtVTE1 in Haarwurzeln
Die Expression des Transgens AtVTE1 in HaHR1.1-1 sollte zeigen, dass diese Expressi-
on grundsätzlich auch bei den anderen analog erzeugten Haarwurzellinien erfolgt.
Es war möglich, dass die Nachweis-Primer CD_AtVTE1-fw/rv nur ein auf At- und
Ha-cDNA gleich großes, oder unspeziﬁsches Stück ampliﬁzierten, obwohl für ei-
ne Bindung von CD_At-VTE1-fw auf Ha-DNA insgesamt 14 Fehlpaarungen hin-
18Stand 26.04.2011
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Abbildung 4.25: AGE 1 %, AGE nach PCR (36 Zyklen) mit CD_ACT2 zum Integritätstest von cDNA aus
HaHR1.1-1. Die cDNA in verschiedenen Verdünnungen aus den hell (h) und dunkel (d) inkubierten
Linien zeigt die jeweils typische Aktin-Bande. Zur Kontrolle wurde die DNase-verdaute RNA (Rh und
Rd) sowie eine Wasserprobe (H2O)aufgetragen, die sämtlich kein Ampliﬁkat liefern. Als Positivkontrolle
wurde gDNA von Ha (HaW) und cDNA von At (AtC) eingesetzt.
genommen werden müssen (siehe Abschnitt 5.3.1 auf Seite 152). Der Nachweis
funktionierte dennoch sowohl mit gDNA von Arabidopsis als auch von Sonnen-
blume gut, wie Dolle (2011) erarbeitet hat. Da die Ampliﬁkatlänge auf Ha-cD-
NA mit 706 bp genauso groß wie bei At war, konnte nur durch eine Sequenzie-
rung Klarheit erlangt werden, welche Matrix dem Ampliﬁkat zugrunde lag (siehe
./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/GEA/CD_AtVTE1.score_html).
Diese Sequenzierung ist unten dargestellt und zeigt, dass eindeutig das VTE1-Gen aus
Arabidopsis als Matrix zugrunde lag, mit der Sequenz des eingebrachten Plasmids
pJP84-At-VTE1.1 übereinstimmte und das Transgen exprimiert wurde (siehe Abbil-
dung ?? auf Seite ??). In Abschnitt A.6 auf Seite 205 ist die Alinierung aller Sequenzen
im Detail dargestellt.
Die Rückwärts-Sequenzierung (CD_At-VTE1-rv) überdeckte fast das gesamte erzeug-
te Fragment und wies nur geringe Fehler auf, die Vorwärts-Sequenzierung (CD_At-
VTE1-fw) war deutlich kürzer, bestätigte jedoch die zugrunde liegende Sequenz.
(Die genaue Sequenzübereinstimmung ist in Abschnitt A.6 auf Seite 205 angege-
ben. Die Ausgabe von T-Coffee ﬁndet sich im digitalen Anhang unter: ./Anhang_
digital/Bioinformatik/TC/GEA/CD_AtVTE1.score_html.) In Abschnitt 5.3.1
auf Seite 152 werden die hier genutzten Primerpaare untereinander verglichen.
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4.4.2.1 Nachweis des mit mGFP fusionierten Transgens AtVTE1
Da in den weiter hinten aufgeführten physiologischen Tests kein GFP nachgewiesen
wurde, weder mittels Fluoreszenzspektrometrie (Daten nicht gezeigt) noch mittels
Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abschnitt 4.5 auf Seite 109), und auch niemals ein
durchgängiges gDNA-Fragment dieses Transgens nachgewiesen werden konnte (siehe
Abbildung 4.23 auf Seite 102), wurde geprüft, ob zumindest eine cDNA existierte, die
den ORF des Transgens und GFP am Stück enthielt. Dieses Fragment wäre kleiner
als das in Abbildung 4.23 auf Seite 102 beschriebene und würde vermutlich mit
höherer Efﬁzienz ampliﬁziert. Dazu wurde eine PCR mit At-VTE1-fw und SJ_GFP-
rv durchgeführt, die zur erfolgreichen Ampliﬁkation eines Fragments mit etwa 2,3kbp
von cDNA führte (siehe Abbildung 4.26 auf der nächsten Seite). Die Negativkontrollen
Ha-gDNA und H2O sind wie erwartet leer.
Mittels Sequenzierung konnte danach untersucht werden, ob Leserahmenverschie-
bungen aufgetreten sind und deshalb die Fluoreszenz nicht nachgewiesen werden
konnte. In Abbildung 4.5 auf der nächsten Seite ist das Sequenzierungsergebnis darge-
stellt. (Die Ausgabe von T-Coffee ﬁndet sich im digitalen Anhang unter: ./Anhang_
digital/Bioinformatik/TC/GEA/AtVTE1-fw-GFP-rv.score_html.)
Da eindeutig ein Ampliﬁkat von AtVTE1 und mGFP auf einem Molekül erzeugt
werden konnte, wurde das Transgen komplett exprimiert. Es ist jedoch nicht klar, ob
die Sequenz auch fehlerlos ist und ein durchgängiges Protein erzeugt wurde. Die
Sequenzierung des Plasmids pJP84-At-VTE1.1 ist in Abschnitt A.3 auf Seite 200
dargestellt.
4.5 Fluoreszenzuntersuchungen
Um die Expression und korrekte Translation der Transgene und die Lokalisierung
der entstehenden Proteine einfach prüfen und nachweisen zu können, wurde an
die transgenen Proteine C-terminal GFP angehängt, indem ein Fusionskonstrukt
aus dem ORF und mGFP erzeugt wurde. Die Untersuchung der GFP-Fluoreszenz
stellte sich jedoch als schwierig heraus, da die Sonnenblumenwurzel eine starke
Autoﬂuoreszenz besaß. Sie trat in fast allen Kanälen auf, insbesondere im GFP-und
YFP-Kanal, und erschwerte die Unterscheidung dieser Fluoreszenz von der speziﬁschen
GFP-Fluoreszenz. Im Wildtyp (HaHR0.8, Abbildung 4.29 auf Seite 113) trat in einer
Wurzelspitze eine deutliche Fluoreszenz im GFP-Kanal auf, die jedoch nicht von einem
GFP-Molekül stammen konnte. In HaHR1.1-2 (Abbildung 4.30 auf Seite 114) war in den
Spitzen zweier Seitenwurzeln im GFP-Kanal eine schwache Fluoreszenz zu erkennen,
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Abbildung 4.26: AGE nach PCR, 1,5 % Agarose, 1000ms exponiert. Die PCR wurde mit 40 Zyklen und
den Primern At-VTE1-fw und SJ_GFP-rv durchgeführt. Aufgetragen sind die cDNA-Proben aus
hell (h) und dunkel (d) inkubierten HaHR1.1-1-Linien, jeweils 1:3 verdünnt. Das erwartete Ampliﬁkat
war 2249 bp groß (Dreieck). Als Positivkontrolle wurde pJP84-At-VTE1.1 (p84.1) aufgetragen, als
Negativkontrollen dienten als Matrix Ha-gDNA (Ha), Ri-Plasmid (pRi) und Wasser (H2O). In der Linie
wurde eine mRNA gebildet, die direkt hintereinander das Transgen AtVTE1 und GFP enthielt.
At-VTE1-fw sAt-VTE1.1-402-fw SJ_gfpSTART-R1 SJ_GFP-rev
pJP84-At-VTE1.1
pJP84_At-VTE1.1-fw
pJP84.1_sAt-VTE1.1-402-fw
pJP84_SJ_gfpSTART-R1
pJP84_SJ_GFP-rev
HaHR1.1-1_At-VTE1.1-fw
HaHR1.1-1_-402-fw
HaHR1.1-1_SJ_gfpSTART-R1
HaHR1.1-1_SJ_GFP-rev
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch
Abbildung 4.27: Sequenzierung des mittels At-VTE1-fw und SJ_GFP-rv ampliﬁzierten cDNA-
Abschnitts. Es wurden zwei Moleküle sequenziert: pJP84-At-VTE1.1 und die von cDNA von
HaHR1.1-2 gewonnenen Ampliﬁkate. Die Primerbindestellen aller zur Sequenzierung genutzten Primer
sind eingezeichnet. Obwohl einige Sequenzierungsfehler auftraten, war eindeutig zu erkennen, dass
der ORF von AtVTE1 und der von mGFP auf demselben Molekül lagen und somit eine durchgehende
Transkription erfolgte.
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die im YFP-Kanal nicht auftrat. Aufgrund der Autoﬂuoreszenz ließ sich aber nicht
sicher auf eine von GFP stammende Fluoreszenz schließen.
Effekt der Inkubation in Schwachlicht oder Dunkelheit
Einige der untersuchten Haarwurzeln werden einander in Abbildung 4.28 auf den
Seiten 110–112 gegenübergestellt. Dabei ist zu erkennen, dass die im Dunkeln inku-
bierten Linien grundsätzlich stärker ﬂuoreszierten als die in Schwachlicht inkubierten.
Allerdings ist auch bei diesen Bildern die Autoﬂuoreszenz der Wurzeln zu bemerken,
die wie in Abbildung 4.29 auf Seite 113 dargestellt, ständig vorhanden war und eine
vorhandene GFP-Fluoreszenz überdeckt haben würde. Zur Kontrolle sind die WT-
Linien HaHR0.6 und die transgene Linie HaHR-SAMS12 dargestellt. Letztere sollte im
Zellplasma lokalisierte AtSAMS mit GFP-Fusion exprimieren.
Im Vergleich zu den VTE-Gene überexprimierenden Linien, deren synthetisierte Protei-
ne sämtlich Plastiden-lokalisiert sein sollten, war jedoch kein Unterschied zu erkennen.
Dies ist vermutlich ein Hinweis auf eine unterschiedlich ausgeprägte Autoﬂuoreszenz.
Diese hängt nach Meinung des Autors auch mit dem Alter und dem physiologischen
Zustand sowie der Vitalität der Haarwurzeln zusammen. Es wurde abschließend
festgestellt, dass GFP nicht produziert wurde.
4.6 Proteinnachweis
Der Endpunkt des angestrebten genetischen Eingriffs war die Proteinsynthese und
korrekte Translokation in das entsprechende Kompartiment oder die entsprechende
Membran. Dieser Nachweis wurde durch mehrere Methoden versucht: 1. Gewebe
wurden direkt in 3x Probenpuffer (siehe Tabelle 3.5.3.4 auf Seite 39) aufgeschlossen,
sodass alle Proteine ohne Unterschied gelöst werden sollten (siehe Abschnitt 4.6.1),
2. mittels einer Proteinreinigung (siehe Abschnitt 4.6.3 auf Seite 115) oder 3. mittels
Proteinfällung (siehe Abschnitt 4.6.2 auf Seite 115). Die Ergebnisse sind in diesem
Abschnitt dargestellt. Der verwendete Größenstandard „PageRuler Prestained Plus“
(Fermentas) ist in Abbildung 3.3.2 auf Seite 56 abgebildet.
4.6.1 Direkte Proteingewinnung
Um alle Proteine aller Kompartimente einer Pﬂanzenzelle gleich gut zu extrahieren,
wurden 25mg Gewebe direkt bei 95 ◦C direkt in 3x Probenpuffer aufgeschlossen
und für die SDS-PAGE und den Western Blot eingesetzt. Nach dem Versetzen des
aufgeschlossenen Gewebes mit 3x Probenpuffer bildete sich ein intensiv rot-brauner
Farbstoff, der wie die extrahierten Proteine zur Anode lief. In keiner der transgenen
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4.28.1 HaHR0.6 – dunkel 4.28.2 HaHR0.6 – Schwachlicht
4.28.3 HaHR-SAMS-12 – dunkel 4.28.4 HaHR-SAMS-12 – Schwachlicht
4.28.5 HaHR1.1-1 – dunkel 4.28.6 HaHR1.1-1 – Schwachlicht
Abbildung 4.28: Fluoreszenzmikroskopie ausgewählter Haarwurzeln. Gegenübergestellt sind jeweils
im Schwachlicht und im Dunkeln inkubierte Linien. Obwohl einige Haarwurzeln, insbesondere die
dunkel inkubierten, eine Fluoreszenz aufwiesen, die vor dem Hintergrund deutlich zutage trat, konnte
Autoﬂuoreszenz als Ursache nicht ausgeschlossen werden. Die Transgene sollten in den Plastiden
lokalisiert sein (ab Abschnitt 4.1.4 auf Seite 69), als Kontrollen dienten die WT-Linie HaHR0.6 ohne GFP
und die Linie HaHR-SAMS12, deren überexprimiertes und GFP-fusioniertes Genprodukt im Zellplasma
lokalisiert sein sollte. Es gibt aber keine auszumachenden Unterschiede zwischen den Kontroll- und
den die VTE-Gene überexprimierenden Linien. Maßstabsbalken: 1mm
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4.28.7 HaHR1.1-2 – dunkel 4.28.8 HaHR1.1-2 – Schwachlicht
4.28.9 HaHR2.1-2 – dunkel 4.28.10 HaHR2.1-2 – Schwachlicht
4.28.11 HaHR2.1-4 – dunkel 4.28.12 HaHR2.1-4 – Schwachlicht
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4.28.13 HaHR3-2 – dunkel 4.28.14 HaHR3-2 – Schwachlicht
4.28.15 HaHR4-1 – dunkel 4.28.16 HaHR4-1 – Schwachlicht
4.28.17 HaHR4-2 – dunkel 4.28.18 HaHR4-2 – Schwachlicht
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BF GFP
dsRed YFP
alle
Abbildung 4.29: Fluoreszenzaufnahmen von HaHR0.8. Die Kanäle sind Hellfeld (BF), GFP, dsRed, YFP
und eine Mischung samt Koloration. Bemerkenswert ist die starke Autoﬂuoreszenz im YFP-und GFP-
Kanal. In diesem Wildtyp ist in den Wurzelspitzen zwar eine starke Fluoreszenz im GFP-Kanal zu
erkennen, die im YFP-Kanal nicht auftritt; sie kann jedoch nicht von einem GFP-Molekül stammen.
Maßstabsbalken: 1mm.
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BF GFP
dsRed YFP
alle
Abbildung 4.30: Fluoreszenzaufnahmen von HaHR1.1-2. Die Kanäle sind Hellfeld (BF), GFP, dsRed, YFP
und eine Mischung samt Koloration. Bemerkenswert ist die starke Fluoreszenz im YFP- und GFP-Kanal,
die an denselben Stellen im gesamten Gewebe auftritt. Dies spricht für unspeziﬁsche Autoﬂuoreszenz.
Ein Hinweis auf GFP-Expression könnte jedoch die schwache Fluoreszenz an der Spitze der beiden
oberen Seitenwurzeln im GFP-Kanal sein, die im YFP-Kanal nicht auftritt. Maßstabsbalken: 1mm.
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Linien konnte ein Hexahistidin-markiertes Protein der richtigen Größe nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 4.31 auf der nächsten Seite). Da dies ein vorläuﬁger Test sein
sollte, wurde keine Positivkontrolle eingesetzt.
4.6.2 Acetonfällung
Um zu verhindern, dass die Gewebekonzentration der Proteine so niedrig ist, dass sie
im Western Blot nicht mehr nachweisbar ist, wurde eine größere Menge Pﬂanzengewe-
be aufgeschlossen, die Proteine danach mit 80% Aceton gefällt und damit konzentriert.
Etwa 150mg Gewebeäquivalente wurden aufgetragen und SDS-PAGE und Western Blot
wurden standardgemäß durchgeführt. Die Methode und der eingesetzte Puffer sind
auf Seite 57 erläutert. Als Positivkontrolle wurde jeweils etwa 100ng nach Rabe (2013)
gewonnene At-TC mit Sechs-Histidin-Markierung eingesetzt. Die Positivkontrolle
konnte bei etwa 83kDa nachgewiesen werden, jedoch keines der Genprodukte des
jeweils exprimierten Gens (siehe Abbildung 4.32 auf Seite 117). At-SAMS in Linie
HaHR-SAMS12 war als zytoplasmatisches Protein zur Kontrolle mitgeführt worden,
um auszuschließen, dass die Reinigung oder der Aufschlussprozess grundsätzlich
versagen. Dennoch konnte auch dieses Protein nicht gefunden werden. Ob der Reini-
gungsprozess versagt hat oder das Protein schlicht nicht gebildet wurde, konnte nicht
festgestellt werden.
4.6.3 Anreicherung mittels Metallionenafﬁnitätschromatograﬁe (IMAC)
Die Präparation wurde wie im Abschnitt 3.31.2 auf Seite 57 durchgeführt. Es wurden
470mg Gewebe von HaHR0.8 und 758mg von HaHR1.1-2 eingesetzt. Die Haarwurzeln
wurden dabei jeweils unter Standardbedingungen kultiviert. Eluiert wurde mit 0, 20,
50, 100, 500mm und mit 1m Imidazol, außerdem wurde die Ni2+-Matrix zuletzt mit
3x Probenpuffer einige Minuten aufgekocht. Als Positivkontrolle diente 1μl in E. coli
exprimierte und gereinigte Hexahistidin-markierte Tryptophan-5-Halogenase (Trp5).
Das Aliquot wurde durch Antje Walter bereitgestellt, die Proteinkonzentration wurde
nicht bestimmt.
In HaHR1.1-2 konnte kein Hexahistidin-markiertes Protein nachgewiesen werden,
obwohl durch Positivkontrollen die Funktionalität des gesamten Systems gezeigt
werden konnte (siehe Abbildung 4.33 auf Seite 118).
4.6.4 Zusammenfassung
In keiner der untersuchten Haarwurzeln konnte mittels direkter Proteingewinnung,
Extraktion und Acetonfällung zur Konzentration oder Extraktion und Anreicherung
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4.31.1 Membran nach dem Blotten mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt.
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4.31.2 Der zugehörige Film nach 10min Exposition.
Abbildung 4.31: Proteinnachweis nach Direktaufschluss. Etwa 25mg Gewebe wurden direkt in Auftrags-
puffer gekocht und aufgetragen. Als Größenstandard wurde „PageRuler Prestained Plus“ (Fermentas)
eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten die Linien HaHR0.6 (0.6) und HaHR45-2 (45-2), es gibt keine
Positivkontrolle. Die untersuchten Linien sind HaHR-SAMS12 (S12), und 4-2, 3-2, 2.1-6, 1.1-6, 1.1-4
und 1.1-2. Die erwarteten Größen (in kDa) sind durch offene Dreiecke angezeigt. Es wurde bei keiner
der untersuchten Linien das erwartete Protein gefunden.
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4.32.1 Membran nach dem Blotten mit Coomassie Brilliant Blue gefärbt.
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4.32.2 Der zugehörige Film nach 10min Exposition.
Abbildung 4.32: Proteinnachweis nach Acetonfällung. Als Größenstandard wurde „PageRuler Prestai-
ned Plus“ (Fermentas) eingesetzt, als Positivkontrollen in Rabe (2013) gewonnene At-TC, als Negativ-
kontrolle die Linie HaHR0.6 (0.6). Die untersuchten Linien sind HaHR-SAMS12 (S12), und 4-2, 3-2,
2.1-6 und 1.1-2. At-SAMS diente dabei als Zytoplasma-lokalisiertes Enzym zur Kontrolle für einen
eventuell schlecht gewählten Aufschluss- und Reinigungsprozess. Die erwarteten Größen (in kDa) sind
durch offene Dreiecke angezeigt, diejenigen der nachgewiesenen Proteine mit gefülltem.
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4.33.1 Oben: Membran nach dem Blotten mit Coo-
massie Brilliant Blue gefärbt. Unten: Film nach 1h
Expositionszeit.
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4.33.2 Oben: Membran nach dem Blotten mit Coo-
massie Brilliant Blue gefärbt. Unten: Film nach 1h
Expositionszeit.
Abbildung 4.33: Nachweis mittels IMAC angereicherter Proteine. Als Größenstandard wurde „PageRu-
ler Prestained Plus“ (ThermoScientiﬁc) eingesetzt, als Positivkontrollen in E. coli exprimierte Tryptophan-
5-Halogenase (Trp5, AW). Gezeigt sind Membran und Film beladen mit folgenden Proben: Überstand
nach Matrixbindung (Ü), Elution mit Imidazol (0 – 500mM, 1M) und der an die Ni2+-Matrix gebundene
Restproteinanteil (Matrix). Es konnte kein Hexahistidin-markiertes Protein der richtigen Größe (bei
HaHR1.1-2: etwa 86kDa) nachgewiesen werden.
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mittels IMAC das entsprechende Produkt des eingebrachten Gens nachgewiesen wer-
den (siehe Abbildungen 4.31 bis 4.33 auf den Seiten 116–118). Möglicherweise waren
die Proteine vorhanden, lagen aber unter der Nachweisgrenze. Dennoch könnten sie
auch in diesen geringen Konzentrationen einen entsprechenden Tocopherol-Mehrpro-
duktionseffekt verursachen. Die Tocopherol-Bestimmung wurde deshalb durchgeführt
(ab Abschnitt 4.9 auf Seite 133).
4.7 Chlorophyllgehalt von Sonnenblumen-Wurzeln
Um zu prüfen, ob Sonnenblumen-Wurzeln durch Beleuchtung ergrünen können und
wie hoch der Chlorophyllgehalt sein kann, wurden Samen sterilisiert und auf Fest-
medium (MS|3|0,6) in einem Glas in Sonnenlicht keimen gelassen und acht Wochen
in Sonnenlicht inkubiert. Es traten neben den farblosen auch ergrünte und blaue,
vermutlich anthocyanhaltige Wurzeln auf (siehe Abbildung 4.34).
Abbildung 4.34: Grüne und blaue, vermutlich anthocyanhaltige Sonnenblumenwurzeln. Die Pﬂanzen
wurden direkt im Magenta-Glas keimen gelassen und etwa acht Wochen in Sonnenlicht inkubiert. Dabei
traten neben den üblichen farblosen Wurzeln auch blau-violette (links) und grüne (rechts) Teile auf.
Diese dienten als entsprechende Proben bei der Chlorophyllmessung (siehe Abbildung 4.36 auf der
nächsten Seite).
Die Wurzeln wurden abgenommen und unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht.
Dabei sollte getestet werden, ob die Autoﬂuoreszenz des Chlorophylls im genutzten
Mikroskop erkannt werden kann. Eine typische farblose und eine ergrünte Wurzel
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Abbildung 4.35: Eine farblose (C, D) und eine in Sonnenlicht ergrünte Wurzel (A, B) im Hellfeld (A, C)
und in der Autoﬂuoreszenzwellenlänge des Chlorophylls (B, D). Es ist gut zu erkennen, dass die grüne
Wurzel eine deutlich höhere Autoﬂuoreszenz als die farblose aufwies. Der Bereich der noch jungen
Seitenwurzel ist ausgespart (B). Maßstabsbalken: 0,2mm
C
h
lo
ro
p
h
yl
l(
μ
g
/m
g
)
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
Gewebe
Blatt
W
urzel,
grün
W
urzel,
farblos
W
urzel,
dick
W
urzel,
blau
W
urzel,
farblos
Abbildung 4.36: Der Chlorophyllgehalt belichteter Sonnenblumenwurzeln im Vergleich zu grünen
Blättern (n = 3). Unterschiedliche Wurzeln (farblos), anthocyanhaltig (blau) und hypertrophiert (dick),
enthalten deutlich weniger Chlorophyll als ein typisches Blatt (1,1μg/mg). Eine grün erscheinende
Wurzel enthält etwa ein Zehntel des Chlorophylls (0,1μg/mg) eines Blattes.
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sind in Abbildung 4.35 auf der vorherigen Seite dargestellt. Die Autoﬂuoreszenz war
bei der ergrünten Wurzel gut zu erkennen, während sie bei einer farblosen Wurzel
nicht auftrat. Die grüne Farbe war also Chlorophyll.
Um den Chlorophyllgehalt auch quantitativ zu bestimmen, wurde wie in Abschnitt 3.17
auf Seite 47 verfahren. Ein grünes Blatt enthielt etwa 1μg/mg Chlorophyll, eine
grün erscheinende Wurzel jedoch nur etwa 0,1μg/mg Chlorophyll. Farblose und
anthocyanhaltige Wurzeln enthielten noch weniger (siehe Abbildung 4.36 auf der
vorherigen Seite).
4.8 Wachstum unter verschiedenen abiotischen Bedingungen
In den folgenden Abschnitten ist die jeweilige Biomasseproduktion der einzelnen
Haarwurzel-Linien in Abhängigkeit einiger abiotischer Faktoren dargestellt. Damit die
Experimente vergleichbar sind, wurde jeweils nur eine Endpunktmessung (Masse) nach
zwei oder vier Wochen durchgeführt. Bei Standardbedingungen (26 ◦C) waren einzelne
Wurzelabschnitte schon nach einer Woche nicht mehr einzeln erkennbar. Der Verzwei-
gungsgrad war zu hoch und viele Seitenwurzeln kamen übereinander und direkt
nebeneinander zu liegen, sodass die Längen nicht mehr zuverlässig gemessen werden
konnten, ohne in das System einzugreifen. Bei Kältestress wachsen die Haarwurzeln
hingegen so langsam, dass einerseits eine verlängerte Beobachtungszeit von bis zu acht
Wochen nötig und außerdem eine genauere Erfassung der Wachstumsgeschwindigkeit
möglich war (siehe Abschnitt 4.8.3.1 auf Seite 130).
Ein wichtiger Indikator für die Vitalität und damit die Aussage der Experimente ist das
„Anwachsen“. Dieser Terminus bedeutet, dass ein neu auf das Medium aufgesetzter
Wurzelabschnitt überhaupt an Länge zunimmt oder Verzweigungen bildet, also vital
ist. Dabei ist die Schnelligkeit zunächst nicht von Belang. Über alle Experimente zeigte
sich, dass in der Regel 80% der transferierten Wurzelfragmente anwuchsen.
Die experimentellen Bedingungen, soweit sie Kohlenstoffgehalt des Mediums und
Hormonzusatz betreffen, werden im folgenden abgekürzt: Normal und nicht weiter
erwähnt sind MS|3 ohne Hormone. Geringer Kohlenstoffgehalt (redC) entspricht 0,5%
Sucrose und Zusatz von 1μm 6-BAP wird mit 6-BAP abgekürzt.
Zunächst werden einige Vorversuche vorgestellt, ab Abschnitt 4.8.3 auf Seite 124
wird ein optischer Eindruck der einzelnen Haarwurzel-Linien bei verschiedenen
Hormon- und Kohlenstoffstatus vermittelt. Danach wird auf den Seiten 130–132 die
Biomasseproduktion bei veränderten Umgebungsbedingungen gezeigt.
121
4 Ergebnisse
0.5
0.8
1.1-1
1.1-2
2.1-2
2.1-4
3-2
4-1
4-2
Frischgewicht (in g)
0 1 2 3 4 5 6 7 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8
FLÜSSIG, hell, 2 Wochen
FEST, hell, 4 Wochen
FEST, dunkel, 4 Wochen
Abbildung 4.37: Vergleich der Biomassezunahme von Haarwurzeln auf festem und in ﬂüssigem
Medium. Die Linien wurden für vier (Festmedium) in Dunkelheit und bei Schwachlicht oder für zwei
Wochen (Flüssigmedium) bei Tageslicht inkubiert, die Besetzung erfolgte mit etwa gleich viel Biomasse.
Es ist klar zu erkennen, dass submerse Kultivierung etwa dieselbe Biomasse in geringerer Zeit erbrachte,
insbesondere im Vergleich zu den Wachstumseinbrüchen bei Belichtung, die auf Festmedium auftraten.
Da jedoch das natürliche Sonnenlicht starke Temperaturschwankungen verursachte, war es unmöglich,
eine vergleichbare Kultivierung im Dunkeln zu gewährleisten.
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4.8.1 Biomasseproduktion in Submerskultur und auf Festmedium
In Vorversuchen wurde überprüft, ob die Haarwurzel-Kulturen in submerser Kultur
oder auf Festmedium besser wüchsen, denn die Kultivierung in einem Bioreaktor wäre
eine Submerskultur. Obwohl die Biomasseproduktion in submerser Kultur deutlich
größer als auf Festmedium war, selbst bei Belichtung der Submerskultur (siehe Abbil-
dung 4.37 auf der vorherigen Seite), wurde im Folgenden auf Festmedium kultiviert,
wenn nichts anderes angegeben ist. Dies ist darin begründet, dass eine parallele Kul-
tivierung samt gleichmäßiger Belichtung, Temperatur und Bewegung von so vielen
Kulturen technisch unmöglich war.
4.8.2 Inkubation unter verschiedenen Lichtregimes
Die Haarwurzeln wurden, um Unterschiede beobachten zu können, zunächst in vier
Lichtregimes inkubiert: im Dunkeln, unter schwachem Dauerlicht (44μmolm−2 s−1,
lL), im Starklicht (172μmolm−2 s−1, LL) und als Schock erst für eine Woche unter
Schwachlicht (lL), danach drei Wochen im Dunkeln. Alle anderen Bedingungen waren
unverändert.
Bis zu einem halben Jahr nach ihrer Erzeugung ergrünte Linie HaHR1.1-2 an einigen
Stellen, wenn sie dauerhaft unter Schwachlicht inkubiert wurde. Dieser Effekt war
jedoch später nicht mehr reproduzierbar (siehe Abbildung 4.38 auf der nächsten Seite).
Dies könnte ein Hinweis darauf sein, dass die Haarwurzeln von Sonnenblume, sobald
sie komplett differenziert sind, die Fähigkeit zu ergrünen verlieren.
Bei Belichtung mit Starklicht (LL) ﬁel die Biomasseproduktion so stark ab, dass bereits
nach einer Woche kein weiteres Wachstum zu beobachten war. Zum Teil wuchsen
Gewebeteile bei anschließender moderater (lL) oder keiner Belichtung auf Festmedium
mit denselben Zusätzen wieder an, oft jedoch waren die Wurzelsegmente abgestorben
(Daten nicht gezeigt). Sobald im Folgenden von Inkubation in Licht geschrieben wird,
handelt es sich um lL (siehe Abschnitt 3.12 auf Seite 45).
Generell sorgte Beleuchtung eher für verringerte Biomasseproduktion (Tabelle 4.11
auf Seite 125), nur bei Wurzelsegmenten auf Normalmedium war zum Teil kein
Einﬂuss der Belichtung zu beobachten (HaHR1.1-2, HaHR2.1-2, HaHR2.1-4, HaHR3-2
und HaHR4-1). Bei allen applizierten Stressoren (verringerter Sucrosegehalt, 6-BAP),
die ihrerseits jeweils zu mittleren bis starken Biomasseverlusten führten, verursachte
Belichtung weitere Biomasseeinbußen.
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4.38.1 Vier Wochen dunkel 4.38.2 Vier Wochen schwaches
Dauerlicht
4.38.3 Eine Woche in schwa-
chem Dauerlicht, drei Wochen
dunkel
Abbildung 4.38: Inkubation von HaHR1.1-2 auf MS|3 unter verschiedenen Beleuchtungsregimes. Die
Medien wurden mit derselben Menge Ausgangsmaterial besetzt. Es ist gut zu erkennen, dass die
Beleuchtung zu Wachstumsverringerung führt (rechts). Der Effekt eines einwöchigen Lichtschocks zu
Beginn leitet diese ein und auch drei Wochen ohne Beleuchtung können diesen Phänotyp nicht retten.
4.8.3 Biomasseproduktion auf Festmedium
Auf den nächsten Seiten folgt die Gegenüberstellung des Wachstums der untersuchten
Haarwurzellinien auf Festmedium bei den unterschiedlichen Kulturbedingungen. Die
einzelnen Experimente wurden mit gleich vielen frischen, terminalen Ausläufern in nur
geringer Dichte angeimpft und für drei Wochen bei 26 ◦C inkubiert. Bei der Auswahl
der terminalen Fragmente wurden kurze, etwa einen Zentimeter lange Stücke genutzt,
um möglichst nur ein Wurzelmeristem pro Ausläufer in die Kultur einzubringen und
damit eine Verzerrung bei der Messung der Länge der Wurzelfragmente wegen schnell
entstehender Seitenwurzeln zu verringern. Der geringe Besatz sorgt für gute visuelle
Unterscheidbarkeit der einzelnen Wurzeln nach drei Wochen Inkubation.
Die gemessenen absoluten Biomassen sind in Tabelle 4.11 auf der nächsten Seite darge-
stellt. Danach ist die optische Erscheinung der Haarwurzeln ist in den Abbildungen
4.39 bis 4.46 auf den Seiten 126–129 abgebildet.
Generell ist zu beobachten, dass die einzelnen Linien bei 3% Sucrose und im Dunkeln
am besten wuchsen, selbst Schwachlicht (42μmolm−2 s−1) hatte bedeutende Wachstum-
seinbußen zur Folge (siehe Abbildung 4.37 auf Seite 122). Wurde die Kohlenstoffquelle
vermindert (0,5 % Sucrose), war das Wachstum eingeschränkt, zuweilen trat eine
dichtere Ausprägung der Verzweigungen auf, sodass einzelne Segmente kaum mehr
unterschieden und nicht mehr optisch ausgewertet werden konnten. Der Zusatz von
1μm 6-BAP – wie zum Ergrünen von Wurzeln von Kobayashi et al. (2012) verwendet –
hatte zur Folge, dass die Verzweigungsrate deutlich verringert wurde und außerdem
das Wachstum insgesamt nachließ. Der Effekt beider Bedingungen wurde durch Be-
leuchtung intensiviert und führte zu weiter eingeschränktem Wachstum. Dies schlug
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sich auch in der Biomasse der einzelnen Linien nach einer Inkubation unter dieser
Bedingung nieder (siehe Tabelle 4.11).
Zwischen WT- und transgenen Haarwurzeln war ein Unterschied in der gemessenen
absoluten Biomasse nach drei Wochen zu beobachten (siehe Tabelle 4.11): Die transge-
nen Haarwurzeln wuchsen im gleichen Zeitraum deutlich schneller als die Wildtypen.
Bei fast allen Kulturbedingungen produzierten die transgenen im Vergleich zu den
WT-Haarwurzeln statistisch signiﬁkant mehr Biomasse (p < 0, 05). Nur bei Kultivie-
rung unter Kohlenstoffreduktion ohne Beleuchtung war der Effekt nicht signiﬁkant
(p ≈ 0, 053). HaHR4-1 produzierte von allen transgenen Haarwurzeln die geringste
Biomasse.
In Abschnitt 5.5.1 auf Seite 163 werden diese Befunde weiter diskutiert. Außerdem
sind dort die relativen Biomassezunahmen dargestellt, die das Wachstum im Vergleich
zur Normalinkubation ohne Beleuchtung beschreiben.
Tabelle 4.11: Absolute Biomasse in g aller Haarwurzel-Kulturen nach etwa 3Wochen Kultur auf Fest-
medium unter unterschiedlichen Bedingungen. Die jeweils größte Biomasse ist fett gesetzt. (*) markiert
die Bedingungen, bei denen die transgenen Haarwurzellinien einen statistisch signiﬁkant erhöhten Wert
gegenüber den WT-Linien aufwiesen (p < 0, 05).
Linie
3 % Sucrose 0,5 % Sucrose 1μM 6-BAP
dunkel Schwachlicht dunkel Schwachlicht dunkel Schwachlicht
* * * * *
HaHR0.5 0,56 0,07 0,11 0,05 0,15 0,01
HaHR0.8 1,59 0,31 0,53 0,19 0,10 0,03
HaHR0.10 0,21 0,10 0,16 0,03 0,01 0,01
HaHR1.1-1 3,67 0,41 0,56 0,56 0,67 0,08
HaHR1.1-2 2,90 3,05 0,93 0,78 0,87 0,07
HaHR2.1-2 3,76 4,99 0,53 0,97 0,56 0,26
HaHR2.1-4 3,93 2,81 1,36 0,27 0,65 0,09
HaHR3-2 1,98 2,80 0,84 0,40 0,54 0,12
HaHR4-1 0,94 0,43 0,12 0,00 0,07 0,04
HaHR4-2 2,10 0,08 0,25 0,01 0,06 0,04
In den Abbildungen 4.39 bis 4.46 auf den Seiten 126–129 ist zu erkennen, dass die ein-
zelnen Haarwurzel-Kulturen sehr unterschiedlich wuchsen, was die Geschwindigkeit,
den Verzweigungsgrad, die Länge der terminalen Ausläufer und dergleichen betraf.
Die Bilder sind aus farbigen Fotograﬁen erstellt worden, wie im Abschnitt 3.2 auf
Seite 35 beschrieben.19 Dabei ist zu beachten, dass die Schwarzfärbung umso intensiver
19Die Originaldateien sind unter ./Anhang_digital/Originaldaten--HR zu ﬁnden und lassen
sich mittels GiMP 2.8 (freie Software) öffnen und bearbeiten.
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4.39.1 3% Sucrose 4.39.2 0,5 % Sucrose 4.39.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.39.4 3 % Sucrose 4.39.5 0,5 % Sucrose 4.39.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.39: HaHR0.5 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
4.40.1 3% Sucrose 4.40.2 0,5 % Sucrose 4.40.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.40.4 3 % Sucrose 4.40.5 0,5 % Sucrose 4.40.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.40: HaHR0.8 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
126
4.8 Wachstum unter verschiedenen abiotischen Bedingungen
4.41.1 3% Sucrose 4.41.2 0,5 % Sucrose 4.41.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.41.4 3 % Sucrose 4.41.5 0,5 % Sucrose 4.41.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.41: HaHR1.1-1 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
4.42.1 3% Sucrose 4.42.2 0,5 % Sucrose 4.42.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.42.4 3 % Sucrose 4.42.5 0,5 % Sucrose 4.42.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.42: HaHR1.1-2 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
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4.43.1 3% Sucrose 4.43.2 0,5 % Sucrose 4.43.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.43.4 3 % Sucrose 4.43.5 0,5 % Sucrose 4.43.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.43: HaHR2.1-2 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
4.44.1 3% Sucrose 4.44.2 0,5 % Sucrose 4.44.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.44.4 3 % Sucrose 4.44.5 0,5 % Sucrose 4.44.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.44: HaHR2.1-4 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
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4.45.1 3% Sucrose 4.45.2 0,5 % Sucrose 4.45.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.45.4 3 % Sucrose 4.45.5 0,5 % Sucrose 4.45.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.45: HaHR3-2 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
4.46.1 3% Sucrose 4.46.2 0,5 % Sucrose 4.46.3 3 % Sucrose +
6-BAP
4.46.4 3 % Sucrose 4.46.5 0,5 % Sucrose 4.46.6 3 % Sucrose +
6-BAP
Abbildung 4.46: HaHR4-1 unter verschiedenen Wachstumsbedingungen nach drei Wochen bei 26 ◦C.
Dunkelinkubation (obere Reihe), Lichtinkubation (untere Reihe).
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ist, je intensiver die ursprüngliche Wurzel braun war. Die ursprünglich zum Beimpfen
eingesetzten terminalen Wurzelausläufer sind durch graue Striche markiert.
4.8.3.1 Wachstum bei Kältestress
Um zu testen, ob sich Abweichungen im Wachstumsverhalten der einzelnen Linien
bei 8 ◦C zeigen lassen, wurden Wurzelstücke auf MS|3|0,6 ausgelegt, die jeweiligen
Enden markiert und im Dunkeln bei 8 ◦C ohne weitere Zusätze inkubiert. Nach drei,
fünf und acht Wochen wurden die neu gebildeten Teile ebenso markiert. Daraufhin
wurde zum Test der Vitalität eine weitere Woche bei 23 ◦C im Dunkeln inkubiert
und die resultierende Biomasse erfasst. Eine Übersicht über das Ergebnis ist in den
Abbildungen 4.47 bis 4.48 auf den Seiten 130–131 sowie in Tabelle A.8 auf Seite 211
dargestellt.
HaHR0.8
HaHR0.5
HaHR1.1-2
HaHR2.1-4
HaHR3-2
HaHR4-1
Länge in Pixeln
0 50 100 150 200 250 300 350
0 50 100 150 200 250 300 350
3 Wochen
5 Wochen
8 Wochen
Abbildung 4.47: Längenzunahme einzelner Segmente unter Kältestress. Dargestellt sind die Mittel-
werte und Standardabweichungen der Längenzunahme von vier bis fünf Segmenten aller getesteten
Haarwurzellinien bei 8 ◦C.
Die WT-Linien HaHR0.5 und 0.8 wuchsen in der Kälte langsamer und wuchsen
auch nicht in dem Maße an wie die transgenen Linien. Linie HaHR4-1 zeigte im
Gegensatz zu den WT- und den anderen transgenen Linien einen intermediären
Phänotypen: konstantes Wachstum, das aber deutlich verringert ist. Eine tabellarische
Aufstellung über die Längenzunahme in den einzelnen Phasen ist in Tabelle A.8 auf
Seite 211 abgedruckt. Nach Beendigung des Experiments zeigte sich, dass die Linien
tot waren (siehe Abbildung A.11 auf Seite 210). Die transgenen Linien zeigten nach
Transfer auf Normaltemperatur eine deutlich bessere Vitalität als die WT-Linien (siehe
Abbildung 4.48 auf der nächsten Seite). Obwohl kaum eine der transgenen Linien
bei 8 ◦C deutlich schnelleres Wachstum als die anderen aufwies, war zu bemerken,
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4.48.1 HaHR0.5 4.48.2 HaHR0.8 4.48.3 HaHR1.1-2
4.48.4 HaHR2.1-4 4.48.5 HaHR3-2 4.48.6 HaHR4-1
Abbildung 4.48: Wachstum von Haarwurzellinien auf MS|3|0,6 bei 8 ◦C. Die Wurzellinien wurden
insgesamt acht Wochen bei 8 ◦C kultiviert, dabei wurde regelmäßig die Länge der einzelnen Wurzeln
gemessen. Nach den acht Wochen wurden sie für eine Woche bei 23 ◦C gehalten, um ihre Vitalität zu
erfassen. Die graue Markierung zeigt das Wachstum bis zur achten Woche. Einige Linien wuchsen trotz
der geringen Temperatur mehrere Wochen (graue Striche). Die WT-Linien waren nach dem Experiment
tot, im Gegensatz dazu wuchsen die transgenen Linien bei Kultivierung unter Standardbedingungen
wieder an (nicht markierte Bereiche). Zur Längenzunahme der Segmente siehe auch Tabelle A.8 auf
Seite 211.
dass alle transgenen Wurzeln nach dem Transfer zu Standardbedingungen deutlich
schneller als der Wildtyp ihre normale Wachstumsrate erreichten. Dies könnte ein
Hinweis auf erhöhten Tocopherolgehalt sein, denn Bergmüller et al. (2003) haben
festgestellt, dass Kältestress und Tocopherolgehalt korreliert sind.
4.8.3.2 Hitzestress
Analog zum Experiment Kältestress wurden gleich lange Stücke derselben Linien
auf MS|3|0,6 ausgelegt und im Dunkeln bei 37 ◦C inkubiert. Bereits nach zwei
Wochen waren die Wurzeln zwar gewachsen (insbesondere Linie HaHR4-1), aber auch
verbräunt. Nach insgesamt fünf Wochen trat bei keiner Linie ein weiteres Wachstum auf,
das Medium war jedoch nicht ausgetrocknet. Aufgrund dessen wurde das Experiment
abgebrochen. Die bewachsenen Platten sind in Abbildung 4.49 auf der nächsten Seite
dargestellt, die Längen der transferierten Wurzelstücke sind hellgrau markiert. Wenn
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während der Inkubation bei 37 ◦C Wachstum auftrat, sind die dadurch erreichten
Längen dunkelgrau eingezeichnet.
4.49.1 HaHR0.5 4.49.2 HaHR0.8 4.49.3 HaHR1.1-2
4.49.4 HaHR2.1-4 4.49.5 HaHR3-2 4.49.6 HaHR4-1
Abbildung 4.49: Haarwurzellinien auf MS|3|0,6 bei 37 ◦C. Die Haarwurzellinien wurden insgesamt
acht Wochen bei 37 ◦C kultiviert, dabei wurde regelmäßig die Länge der einzelnen Wurzeln gemessen.
Die hellgrauen Markierungen stammen von Tag 0, die dunkelgrauen von nach zwei Wochen. Die
Petrischalen hatten einen Durchmesser von 9 cm.
4.8.3.3 UV-Strahlung
Ultraviolette Strahlung ist ein Stressor, der eine Erhöhung des Tocopherolgehalts in
Pﬂanzen bewirkt und die Pﬂanze vor deren schädlichen Auswirkungen schützen soll.
Verschiedene Haarwurzellinien wurden für eine, zwei oder acht Stunden mit UV-Licht
bestrahlt und danach eine Woche bei Standardbedingungen inkubiert. Danach wurde
die Biomasse der einzelnen Proben bestimmt und auf die unbestrahlte Kontrolle bezo-
gen. Diese relative Biomasse ist in Abbildung 4.50 auf der nächsten Seite dargestellt,
Werte im Bereich von 0,01 müssen daher als Messfehler gelten.
Je länger die Bestrahlungszeit, desto stärker nahm der Biomassezuwachs ab. Nach
einer Stunde waren schon starke bis sehr starke Einbußen für die Biomasseproduktion
zu erkennen, nach acht Stunden Bestrahlung wuchs keine Linie weiter.
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Abbildung 4.50: Relative Biomasse von Haarwurzellinien auf MS|3|0,6 unter UV-Bestrahlung. Von
jeder Linie wurden fünf kurze Stücke ausgelegt und danach eine, zwei oder acht Stunden mit UV-Licht
bestrahlt und eine Woche im Dunkeln bei 26 ◦C inkubiert. Danach wurde die Biomasse ermittelt und
auf die jeweilige unbestrahlte Kontrolle normiert. Nach einer Stunde Bestrahlung wiesen nur die Linien
0.5, 1.1-2, 2.1-2 und 4-2 ein Wachstum deutlich über 10 % auf. Nach acht Stunden Bestrahlung konnte
bei keiner einzigen Linie Wachstum beobachtet werden.
4.9 Tocopherol-Quantiﬁzierung
Jede Einheit Biomasse wurde wie jede andere beurteilt, wenn nichts Anderslautendes
angegeben ist (siehe Abschnitt 2.1 auf Seite 6). Das ermöglichte Vergleiche zwischen
nur kurz und länger inkubierten Haarwurzel-Kulturen, wenn es um Metabolitgehalte
ging.
Die Tocopherol-Bestimmung wurde wie in Abschnitt 3.35 auf Seite 62 beschrieben
mittels GC-MS durchgeführt. Jeder Probe wurden zu Beginn der Präparation 20ng
δ-Tocopherol pro Messung als interner Standard beigemischt.
In Abbildung 4.51 auf der nächsten Seite ist ein typisches Chromatogramm nachge-
zeichnet. Es beinhaltet eine Standardprobe (jeweils 20ng δ- und α-Tocopherol) und
jeweils eine Haarwurzel-Kultur nach Inkubation im Licht oder im Dunkeln. In al-
len drei Proben sind peaks für δ- bei 10,1min, γ- bei 10,7min und α-Tocopherol bei
11,9min erkennbar. Die peaks bei den niedrigen Retentionszeiten gehören zu BHT, dem
Oxidationsschutzmittel.
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Abbildung 4.51: Typisches Chromatogramm dreier Arten von Proben: Standard-Probe (Standard),
Haarwurzel-Probe nach Inkubation im Schwachlicht (1.1-2-hell) und im Dunkeln (1.1-2-dunkel). Die
peaks bei RT etwa 10,1min, 10,7min und 11,9min bezeichnen δ-Tocopherol, γ-Tocopherol und α-Toco-
pherol. Der gemeinsame peak bei etwa 5min war dem zugesetzten Oxidationsschutz BHT zuzuschreiben.
Das Chromatogramm ist auf die Ionen mit m/z=503, 475 und 489 eingeschränkt, wie in Abschnitt 3.35
auf Seite 62 beschrieben. Es gab keine weiteren peaks in den ausgelassenen Zeitabschnitten.
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Abbildung 4.52: Massenspektren der Probe HaHR1.1-2 nach Inkubation im Dunkeln. Die unterschiedli-
chen Farben zeigen Spektren zu unterschiedlichen Retentionszeiten: 10,1min, 10,7min und 11,9min.
Die Hauptionen hatten folgende m/z: α-Tocopherol (503), δ-Tocopherol (475) und γ-Tocopherol (489),
daneben gibt es Nebenionen (etwa 235).
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In Abbildung 4.52 auf der vorherigen Seite sind die zu den jeweiligen Tocopherol-peaks
aufgenommenen Massenspektren dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die Hauptionen
von α-Tocopherol bei m/z=503, von γ-Tocopherol bei 489 und δ-Tocopherol bei 475
auftreten. Daneben gibt es jeweils Nebenionen bei m/z=200–235, die aber für die
Quantiﬁzierung nicht herangezogen wurden. Alle Massenspektren passten zu den
vorhergesagten Hauptionenmassen (Abschnitt 3.35 auf Seite 62).
4.9.1 Güte der Trennung
Die drei Tocopherole waren mit den genutzten Chromatograﬁebedingungen vonein-
ander trennbar und die Retentionszeiten unterschieden sich um etwa eine halbe bis
fast zwei Minuten (siehe Abbildung 4.51 auf der vorherigen Seite). Die peak-Flächen
pro Masseneinheit der drei Tocopherole waren unterschiedlich groß: γ-Tocopherol
erbrachte die größten peak-Flächen, gefolgt von α-Tocopherol und zuletzt δ-Tocopherol.
Obwohl dieselbe Masse je Injektion eingesetzt wurde und die Stoffmenge wegen der
fast gleichen molaren Masse der Moleküle kaum davon abhängt, trat dieser Effekt
auf. δ-Tocopherol hätte den größten peak erzeugen müssen, da dessen molare Masse
am geringsten ist.20 Ein Einﬂussfaktor könnte die starke antioxidative Wirkung von
γ-Tocopherol sein, die im Abschnitt 2.5.2 auf Seite 15 beschrieben ist: Da für die
massenspektrometrische Messung mittels Elektronenstrahl ionisiert wird, kann diese
Ionisierung bei γ-Tocopherol am stärksten sein.
Da β- und γ-Tocopherol Konstitutionsisomere sind und daher dieselbe Molekülmas-
se besitzen, waren sie nur sehr schlecht voneinander trennbar (Laufzeitunterschied
ΔRT etwa 3,6 s). Außerdem beeinﬂusste das zuerst eluierende β-Tocopherol (RT etwa
10,45min) auch die Fläche des γ-Tocopherol-peaks (RT etwa 10,51min) wie Abbil-
dung 4.53 auf der nächsten Seite zeigt.
4.9.2 Kalibriermessung
Es war nicht möglich, alle gewonnenen Proben unter völlig gleichen Bedingungen
zu messen, da einerseits die internen Standards nachverdünnt werden mussten und
andererseits das Messgerät zwischenzeitlich gewartet wurde. Daher wurde regelmä-
ßig eine Kalibiermessung durchgeführt, die eine Beurteilung des linearen Bereichs
des Messgeräts ermöglichen sollte. Eine typische Kalibriermessung für die quantiﬁ-
zierten Tocopherole ist in Abbildung 4.55 auf Seite 137 abgebildet. Es ist zu erken-
nen, dass sie weitgehend linear und durch den Koordinatenursprung verlief. Bis zu
20Bei gleicher Masse und geringerer molarer Masse ist die Stoffmenge größer, da n = mMr gilt. Das bei
der Massenspektrometrie gemessene Signal hängt von der Stoffmenge ab.
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Abbildung 4.53: Chromatogramme einer Probe γ-Tocopherol (grau und schattiert; 20ng) und einer
Mischprobe aus β- und γ-Tocopherol (schwarz; jeweils 20ng). Die peaks wiesen einen Laufzeitunterschied
(ΔRT) von nur etwa 3,6 s (0,06min) auf, zudem erhöht der zuerst eluierende β-Tocopherol-peak anteilig
den γ-Tocopherol-peak. β- und γ-Tocopherol sind mittels dieses Protokolls nicht zu trennen.
8 · 106 Flächeneinheiten, das entspricht 100ng δ- und γ-Tocopherol, war die Messung
zuverlässig.
Bei sehr kleinen Einwaagen und entsprechend kleinen peak-Flächen waren dagegen
starke Abweichungen zu beobachten, wie Abbildung 4.54 auf der nächsten Seite zeigt.
Die 40 und 200pg γ-Tocopherol zugeordneten peaks waren gegenüber dem Hinter-
grund gut zu unterscheiden, aber die Flächen waren fast gleich groß und stimmten
qualitativ nicht mit der Erwartung überein. Dem folgend wurde eine peak-Flächenunter-
grenze von etwa 2000Einheiten (etwa 1ng) gesetzt, unter der die Tocopherole als unter
der Nachweisgrenze qualiﬁziert wurden und mit 0 in die Berechnungen eingingen.
Der zuverlässige Messbereich lag also zwischen 1 und 100ng pro Messung.
Tabelle 4.12: Gleichungen und Bestimmtheitsmaße der Kalibriermessungen: y = m · x. Die Regression
erfolgte mittels qtiplot.
m R2
δ-Tocopherol 7,45 · 104±297,2 1
γ-Tocopherol 7,311 · 104±290 1
α-Tocopherol 3,81 · 104±359,6 0,998
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Abbildung 4.54: Bestimmung der unteren Nachweisgrenze. Bei sehr kleinen injizierten Massen und dem-
zufolge sehr kleinen peak-Flächen traten starke Abweichungen auf. Ein peak war in einer Standardprobe
jeweils gut im Vergleich zum Hintergrund zu erkennen, dennoch stimmten die Flächeninhalte anteilig
nicht mit der Masse überein. Es wurde daher eine untere Nachweisgrenze von 2000 AU festgelegt, die
auch in einer Gewebeprobe noch eine quantitative Bestimmung einer peak-Fläche ermöglichte.
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Abbildung 4.55: Kalibriermessung aller Tocopherole. Aufgetragen sind die peak-Flächen über der
jeweils injizierten Masse in ng. Die Messungen ergaben einen weitgehend linearen Verlauf. Als untere
Nachweisgrenze wurde eine peak-Fläche von 2000AU, als obere eine von 8 · 106 AU festgelegt. Die
Gleichungen und Bestimmtheitsmaße der Kalibriermessungen beﬁnden sich in Tabelle 4.12 auf der
vorherigen Seite.
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4.9.3 Tocopherol-Messung in Sonnenblumen-Keimlingen
Um zu überprüfen, ob die Tocopherolgehalte mit denen in der Literatur überein-
stimmen, wurden Sonnenblumenkeimlinge steril auf MS|3|0,6 unter lL angezogen.
Obwohl sie gleich alt waren, hatten sie ein unterschiedliches physiologisches Alter
(siehe Abbildung 4.56). Grüne Teile und Wurzeln wurden getrennt voneinander auf
Tocopherolgehalte geprüft.
α-Tocopherol-Gehalte in grünen Teilen von Arabidopsis wurden mit etwa 5,6–8ng/mg
angegeben. γ-Tocopherol kommt mit etwa 0,8ng/mg vor (Collakova und DellaPenna,
2003a; Kanwischer et al., 2005). Die hier untersuchten Sonnenblumen enthielten nach
Belichtung im grünen Gewebe etwa 12,2ng/mg α- und 4,2ng/mg γ-Tocopherol. Das
sind für beide Tocopherole etwa das Anderthalb- bis Fünffache im Vergleich zu
Arabidopsis.
In den Wurzeln der Keimlinge und der untersuchten WT-Haarwurzel waren trotz
Belichtung nur etwa 0,2ng/mg α- und 0,01ng/mg γ-Tocopherol enthalten. Das Ver-
hältnis von γ- zu α-Tocopherol lag in den nicht-grünen Geweben bei etwa 4%, in
den grünen Geweben schwankte es zwischen 9 und 88%. In Abbildung 4.57 auf der
nächsten Seite sind die Werte als Diagramm dargestellt.
4.56.1 Pﬂanze A 4.56.2 Pﬂanze B 4.56.3 Pﬂanze C
Abbildung 4.56: Optischer Eindruck verschiedener, fünf Wochen alter HEL89-Keimlinge. Aus deren
grünen Teilen und Wurzeln wurde getrennt Tocopherol extrahiert. Die Pﬂanzen sahen unterschiedlich
alt aus, waren jedoch gleichzeitig gesät und geernet worden. Insbesondere die Stärke der Wurzeln und
die Verbräunung der Blätter unterschied sich von Individuum zu Individuum.
4.10 Tocopherol-Produktion von Haarwurzellinien unter
unterschiedlichen abiotischen Bedingungen
Ziel dieser Arbeit war die Erhöhung des α-Tocopherol-Gehalts in den Haarwurzeln,
sodass die folgenden Messungen entscheidend für Erfolg oder Misserfolg waren. α-To-
copherol war in den meisten Gewebeproben messbar, natürliches, nicht-zugesetztes
δ-Tocopherol in der Regel jedoch nicht (Daten nicht gezeigt). Beides passte zu den
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Abbildung 4.57: Tocopherolgehalt in Sonnenblumenkeimlingen (5 Wochen alt). Von drei Keimlingen (A,
B, C), die auf MS|3|0,6 unter lL angezogen wurden, wurden die grünen Teile und die Wurzeln getrennt
auf γ- (gepunktet) und α-Tocopherol (ungefüllt) untersucht. Die Tocopherolgehalte unterschieden sich in
den jeweiligen Wurzeln nicht und lagen wie in der WT-Linie HaHR0.6 bei etwa 0,2ng/mg α-Tocopherol.
In den grünen Teilen war die Varianz der Tocopherolgehalte und -verteilungen deutlich größer, wobei
der α-Tocopherol-Gehalt mit zunehmender Seneszenz abnahm, der γ-Tocopherol-Gehalt jedoch zu.
Erwartungen. Außerdem war es möglich, dass die Tocopherolgehalte bei unterschiedli-
chen Kulturbedingungen noch weiter zu steigern waren. Daher wurden alle Linien
unterschiedlichen abiotischen Bedingungen ausgesetzt und ihr Tocopherolgehalt ver-
glichen.
4.10.1 Normalbedingungen
Tabelle A.9 auf Seite 214 gibt einen Überblick über speziﬁsche α-Tocopherol-Gehalte
(gαi , siehe Gleichung 3.8 auf Seite 63), die in zwei biologischen Replikaten nach dreiwö-
chiger Inkubation auf MS|3|0,6 in Schwachlicht bzw. im Dunkeln gemessen wurden.
Die ermittelten Werte schwankten zwischen etwa 41 und 350ng/g bei Inkubation im
Dunkeln und 0 bis 185ng/g bei Inkubation im Licht.
Abbildung 4.58 auf Seite 141 zeigt diese Messergebnisse in graﬁscher Form: Getrennt
nach Schwachlicht- (hellgrau) und Dunkelinkubation (dunkelgrau) ist jeweils der
Mittelwert der beiden Einzelmessungen des Tocopherolgehalts in ng/g angegeben.
Es ist gut zu erkennen, dass die transgenen Haarwurzellinien sich bezüglich des
α-Tocopherol-Gehalts von etwa 150ng/g nicht von den WT-Linien und den normalen
Sonnenblumenwurzeln unterschieden (siehe Abbildung 4.57). Bei Belichtung sank
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der α-Tocopherol-Gehalt bei allen Linien bis auf HaHR1.1-2, -2.1-2 und -2.1-4. Die
Messunsicherheit war sehr groß, wie die Standardabweichungen anzeigen.
4.10.2 Verringerte Kohlenstoffquelle
Unter verringertem Kohlenstoffgehalt des Mediums (0,5% Sucrose) sank zwar die
Wachstumsrate im Vergleich zu unmodiﬁziertem Medium, aber der α-Tocopherol-
Gehalt stieg bei den meisten Linien an. Dieser Effekt war bei HaHR1.1-1 am stärksten,
der α-Tocopherol-Gehalt stieg von etwa 225 auf 700ng/g. Der Einﬂuss der Beleuchtung
ist nicht klar zu erkennen, zum Teil verringert er den α-Tocopherol-Gehalt auf ein
Drittel bis ein Fünftel (HaHR1.1-1, -4-1), zum Teil erhöht er ihn maximal auf das
Dreifache (HaHR0.5). Die transgenen Linien zeigen gegenüber den WT-Linien keinen
erhöhten α-Tocopherol-Gehalt. Einzig HaHR3-2 scheint bei Belichtung einen besonders
hohen α-Tocopherol-Gehalt zu besitzen, jedoch schwanken beide Einzelmesswerte sehr
stark und einer der beiden liegt im Rahmen der WT-Haarwurzeln. Die Messwerte der
Einzelmessungen sind in Tabelle A.11 auf Seite 214 zusammengestellt.
4.10.3 Zusatz von 6-Benzyladenin
Der Zusatz von 6-Benzyladenin (1μm 6-BAP) erhöht den speziﬁschen Gehalt von
α-Tocopherol bei fast allen Haarwurzellinien (nicht bei HaHR0.10, HaHR2.1-4 und
HaHR4-1) gegenüber dem durchschnittlichen Gehalt von etwa 200ng/g bei Inkubation
auf MS|3|0,6. Die Gehaltssteigerung ist unter Belichtung für die Linien HaHR0.8
und HaHR3-2 und ohne Belichtung für die Linie HaHR2.1-2 am höchsten (bis zu
1400ng/g α-Tocopherol). Die Supplementation mit 6-BAP führt jedoch zu verändertem
Wachstum: Die Wurzeln sind langgestreckter und weniger verzweigt, in der Regel ist
auch die Biomasse geringer. In Tabelle A.13 auf Seite 215 sind die Einzelmesswerte
aufgeführt.
4.10.4 Gegenüberstellung unterschiedlicher Kulturbedingungen
Da die transgenen Linien unter den bisherigen Bedingungen keinen deutlichen Pro-
duktionsanstieg von α-Tocopherol gegenüber den WT-Linien zeigten, könnte es sein,
dass geeignete Kulturbedingungen gemeinsam mit der Transgen-Eigenschaft zu einer
Steigerung führen.
Dazu wurden zunächst die α-Tocopherol-Gehalte unter den isolierten Bedingungen
(siehe Abbildungen 4.58 bis 4.60 auf den Seiten 141–142) auf die Normalinkubation
mit 3% Sucrose im Dunkeln bezogen und die relativen α-Tocopherol-Gehalte errechnet.
Diese Werte sind in Abbildung 4.61 auf Seite 143 zusammengestellt.
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Abbildung 4.58: Mittlerer α-Tocopherol-Gehalt einiger Haarwurzellinien bei Inkubation in Licht oder im
Dunkeln mit 3% Sucrose. Dargestellt ist der α-Tocopherol-Gehalt in ng/g für jede Linie. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung von bis zu zwei Einzelmessungen wieder (siehe Tabelle A.9 auf Seite 214).
Es sind über alle Linien hinweg etwa 150ng/g α-Tocopherol enthalten. Bei den WT-Linien sinkt der
α-Tocopherol-Gehalt bei Belichtung, bei einigen transgenen Linien hingegen bleibt er etwa konstant.
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Abbildung 4.59: Mittlerer α-Tocopherol-Gehalt einiger Haarwurzellinien bei Inkubation in Licht oder
im Dunkeln mit reduzierter Kohlenstoffquelle (0,5% Sucrose). Dargestellt ist der α-Tocopherol-Gehalt in
ng/g für jede Linie. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung von bis zu zwei Einzelmessungen
wieder (siehe Tabelle A.11 auf Seite 214).
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Abbildung 4.60: Mittlerer α-Tocopherol-Gehalt einiger Haarwurzellinien bei Inkubation in Licht oder im
Dunkeln mit 1μm 6-BAP. Dargestellt ist der α-Tocopherol-Gehalt in ng/g für jede Linie. Die Fehlerbalken
geben die Standardabweichung von bis zu zwei Einzelmessungen wieder (siehe Tabelle A.13 auf
Seite 215).
Einige Linien zeigten zum Teil extreme Anstiege des α-Tocopherol-Gehalts auf das
9-(HaHR0.8) bis 13-fache (HaHR2.1-2). Es zeigte sich außerdem, dass die Normalinku-
bation in Schwachlicht oder im Dunkeln niemals die höchsten α-Tocopherol-Gehalte
hervorbrachte, sondern die Reduktion der Kohlenstoffquelle oder der Zusatz von 1μm
6-BAP immer zu Gehaltssteigerungen führten. Innerhalb dieser Stressbedingungen
war jedoch kein Muster zu erkennen. Zum Teil führte die Kohlenstoffreduktion im
Medium zum höchsten Gehalt (z. B. HaHR0.10, HaHR1.1-2), zum Teil aber auch der
Zusatz von 6-BAP (z. B. HaHR0.8, HaHR3-2 oder HaHR4-2). Die Beleuchtung schien
keinen großen Einﬂuss zu haben.
Der größte Gehalt von α-Tocopherol über alle Linien und Bedingungen wurde für die
Linie HaHR0.8 unter Zusatz von 6-BAP im Schwachlicht mit 1409ng/g ermittelt. Die
transgene Linie mit einem fast ebenso hohen Gehalt war HaHR2.1-2 unter Zusatz von
6-BAP im Dunkeln mit 1388ng/g α-Tocopherol. Diese Werte lagen bei dem Siebenfa-
chen einer normalen Sonnenblumenwurzel (etwa 200ng/g, siehe Abbildung 4.57 auf
Seite 139). Die Ausbeute an Biomasse ist jedoch bei Zusatz von 6-BAP stark reduziert
(siehe Abbildung 4.11 auf Seite 125).
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Abbildung 4.61: Dargestellt ist die relative α-Tocopherol-Produktion einzelner Haarwurzellinien unter
verschiedenen Bedingungen, normiert auf die Inkubation bei 3 % Sucrose und im Dunkeln. Die
Inkubation erfolgte auf Festmedium. Die Werte sind durch Division aus den oben gezeigten Werten
hervorgegangen, die Abbildung der Fehler wurde unterlassen, da sie mit den Rechnungen linear
mitwachsen.
Unterschiedliche Stressfaktoren erhöhten den relativen α-Tocopherol-Gehalt zum Teil auf das 14-fache
(HaHR2.1-2), insgesamt ließ sich jedoch kein klares Muster erkennen. Es ist auffällig, dass die Reduktion
der Kohlenstoffquelle oder die Zugabe von 1μm 6-BAP häuﬁg zu einem erhöhten α-Tocopherol-Gehalt
führten, wohingegen die Kultivierung unter normalem Kohlenstoffgehalt niemals die höchsten Werte
hervorbrachte. Die Beleuchtung scheint hingegen kaum einen Einﬂuss auf den α-Tocopherol-Gehalt
gehabt zu haben.
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4.11 Fazit
Die Erzeugung von transgenen Haarwurzellinien, welche jeweils ein Tocopherol-
Synthesegen aus dem Arabidopsis-Stoffwechsel tragen, war erfolgreich. Die Expression
eines Gens konnte nachgewiesen werden, das zugehörige Protein jedoch weder direkt
im Western Blot noch indirekt mittels Fluoreszenzmikroskopie.
Einige Linien wuchsen unter Normalbedingungen verlässlich und konnten so unter
verschiedenen Bedingungen kultiviert werden. Dabei zeigte sich, dass Beleuchtung,
verringerter Kohlenstoffgehalt des Mediums und die Zugabe von 1μm 6-BAP in
der Regel zur Verringerung der Biomasseproduktion führten (siehe Tabelle 4.11 auf
Seite 125). Die transgenen Haarwurzeln waren unter Normalbedingungen weniger
empﬁndlich gegenüber Beleuchtung als die WT-Haarwurzeln.
Die Extraktion von Tocopherolen und die Messung mittels GC-MS konnte erfolgreich
durchgeführt werden, wenngleich die gemessenen Werte zwischen mehreren biolo-
gischen Replikaten zum Teil deutlich schwankten. γ-, δ- und α-Tocopherol konnten
mithilfe des genutzten Protokolls eindeutig voneinander getrennt werden, die Kon-
stitutionsisomere β- und γ-Tocopherol jedoch nicht. Der Laufzeitunterschied betrug
nur etwa drei Sekunden und die peaks liefen ineinander (siehe Abbildung 4.53 auf
Seite 136).
In allen Gewebeproben konnte α-Tocopherol gemessen werden, dabei zeigte sich, dass
Sonnenblumen in den grünen Teilen etwas mehr γ- und α-Tocopherol enthielten als
Arabidopsis. Jedoch war der α-Tocopherol-Gehalt in Sonnenblumenwurzeln und in
WT-Linien mit etwa 200ng/g nur sehr gering.
Die Kultivierung der Haarwurzellinien unter Zuckermangel erhöhte die Tocophe-
rolgehalte nur schwach, der Zusatz von 1μm 6-BAP jedoch stark (Faktor 13). Der
Einﬂuss der Beleuchtung blieb uneindeutig. Obwohl bei einigen Haarwurzellinien die
größte Zunahme von α-Tocopherol unter Belichtung beobachtet werden konnte, war
dies nicht regelmäßig so. Es sind keine deutlichen Unterschiede in der Tocopherol-
Zusammensetzung zwischen den transgenen und den WT-Linien gefunden worden
(Daten nicht gezeigt).
Die Linie mit dem höchsten absoluten α-Tocopherol-Gehalt war die WT-Linie HaHR0.8,
die transgene mit dem höchsten Gehalt war 2.1-2 (siehe Tabelle 5.9 auf Seite 166). Die
produktivste Linie war HaHR1.1-1 mit 814ng α-Tocopherol in drei Wochen Kultivie-
rungszeit.
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„Kurz: Die Grundlage der Psychose ist die chronische Unfähigkeit, den
einfachsten Ausweg zu sehen. (. . . ) und dort endet der psychotische Le-
bensweg: wenn das Unmögliche bedrohlich näherrückt und keinerlei Mög-
lichkeiten mehr offenstehen, noch nicht einmal eine komplizierte.“
– Philip Kindred Dick (Merkwürdige Erinnerungen an den Tod, 1980).
Die Anreicherung von Tocopherolen in und die Gewinnung aus Pﬂanzen ist schon
seit dem mittleren 20. Jahrhundert Thema der wissenschaftlichen Forschung (Kurnik,
1966). Versuche, Pﬂanzen genetisch zu verändern, um die Tocopherol-Ausbeute zu
erhöhen, wurden seit Mitte der Neunziger Jahre angestellt. Seit Mitte der 2000er Jahre
wird auch die biotechnologische Produktion beforscht, und dies auch in Helianthus
annuus-Kalluskulturen (u. a. Caretto et al., 2010; Fachechi et al., 2007).
Der Inhalt dieser Arbeit nimmt seinen Ausgang an einer Sonnenblumen-Kalluskultur,
die von Haas et al. (2008) erzeugt und beschrieben wurde. Obwohl keine absoluten
Werte gemessen wurden, ist α-Tocopherol in deren Zellen enthalten und der α-To-
copherol-Gehalt konnte durch den Stress der Kulturpassage auf das etwa Dreifache
gesteigert werden. Nachfolgend wurde von Geipel et al. (2014) ein fotomixotropher
Kallus erzeugt, der deutlich mehr Tocopherol enthielt und dabei deutlich von einer
Belichtung proﬁtierte (siehe Tabelle 5.1 auf Seite 147 und Fachechi et al., 2007).
Kallus hat aber im Gegensatz zu Haarwurzeln Schwachstellen: Er ist nicht genetisch
stabil (Haas et al., 2008) und eignet sich daher nur bedingt zum genetischen Eingriff.
Außerdem benötigt er zum Wachsen und um in diesem undifferenzierten Zustand zu
verweilen zugesetzte Hormone (siehe auch Geipel et al., 2014).
Die Tocopherol-Synthese wird zwar durch Lichtstimuli induziert (Caretto et al., 2010),
ist aber ansonsten nicht direkt lichtabhängig (Soll et al., 1980). Da es in den Chlo-
roplasten vorkommt, ist es außerdem naheliegend, dass der α-Tocopherol-Gehalt in
vielen Untersuchungen proportional zum Chlorophyllgehalt war (Caretto et al., 2004;
Fachechi et al., 2007; Geipel et al., 2014). Pﬂanzen passen sich im Licht mit der Zeit
sowohl in Tocopherol- als auch in Chlorophyllsynthese an (Fachechi et al., 2007). Der
Tocopherolgehalt steigt laut Caretto et al. (2004) mit dem Alter einer Kalluskultur bis
zur Verdoppelung, Gegenteiliges wurde jedoch von Haas et al. (2008) beobachtet.
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Unterschiedliche Medien und Medienzusätze wie Pﬂanzenhormone können die Pro-
duktion von Tocopherolen steigern: Caretto et al. (2004); Fachechi et al. (2007); Gala
et al. (2005) nutzten ein MS-N5B5-Medium, Haas et al. (2008) nutzten Linsmayer-and-
Skoog-Medium (LS, Duchefa, NL) mit 3% Sucrose und 0,2mg/l 2,4-Dichlorpheno-
xyessigsäure (2,4-D) und Geipel et al. (2014) nutzten Murashige-and-Skoog-Medium
(MS) mit 3% Sucrose, 0,5mg/l 1-Naphtylessigsäure (NAA) und 10,5mg/l 6-BAP. Die
Zufütterung von HGA zu Sonnenblumen-Kalluskulturen erhöhte die Synthese von
Tocopherol um 30% (Caretto et al., 2004), auch eine Elizitierung mit 5μm Jasmonsäure
erhöhte in einer Kalluskultur die Tocopherol-Synthese um 49% (Gala et al., 2005). Für
Pﬂanzenzucht ist MS-Medium weit verbreitet und wurde deswegen in dieser Arbeit
genutzt.
Später wurden statt bloßer Änderung der äußeren Bedingungen gentechnische Ein-
griffe vorgenommen. Dazu wurden Kalluskulturen mittels A. tumefaciens erzeugt und
durch viele Arbeitsgruppen unterschiedliche Gene eingebracht und überexprimiert,
um die Tocopherol-Anreicherung zu erhöhen. Es wurden zunächst einzelne VTE-
Gene in Arabidopsis überexprimiert, um den geschwindigkeitslimitierenden Schritt
in der Tocopherols zu ﬁnden: VTE1 (Porﬁrova et al., 2002), VTE2 (Collakova und
DellaPenna, 2003a), VTE3 (Tang et al., 2006) sowie VTE4 (Koch et al., 2003) (siehe auch
Abbildung 2.8 auf Seite 21).
Später wurden auch mehrere Gene gleichzeitig überexprimiert und eine deutliche
Gehaltssteigerung von α-Tocopherol festgestellt, wie in Abbildung 2.10 auf Seite 28 zu
erkennen ist (Übersicht aus DellaPenna, 2005a). Der Tocopherolgehalt wurde jedoch
nur in grünen Geweben gemessen.
Lu et al. (2013) haben zuletzt eine Chloroplastentransformation von Nicotiana tabacum
mit einem Operon-ähnlichen Konstrukt vorgenommen, das VTE1, VTE4 und VTE2
(zum Teil aus Synechocystis oder aus Arabidopsis) hintereinander enthielt. Die Sequen-
zen wurden jedoch von einer „IEE“ genannten Platzhaltersequenz getrennt, nur so
erfolgte die Expression aller Gene (Zhou et al., 2007). Auf diese Weise konnten die
Plastiden ohne Mehrfachselektion und Segregationsgefahr (Farré et al., 2014) direkt
erreicht und ein sonst nötiger Proteinimport vermieden werden. Auch hier wurden
nur Blätter auf den Tocopherolgehalt überprüft und eine Steigerung des Tocochro-
manol-Gehalts von etwa 100 auf 1000ng/mg Trockengewicht beobachtet. Der größte
Zuwachs, etwa 80%, entﬁel auf β-, γ- und α-Tocopherol. Dieser Zuwachs war größer
als der durch eine nukleäre Transformation erzeugte (etwa 4,4-fach, Collakova und
DellaPenna, 2003a; Lu et al., 2013).
Diese Ansätze sind für eine biotechnologische Anwendung, die als Modellcharakter ein
Haarwurzel-System ohne Belichtung darstellen soll, zu kompliziert und haben zu viele
Voraussetzungen. Die Kulturen für die biotechnologische Forschung wurden bisher un-
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5.1 Erzeugung der Haarwurzeln
Tabelle 5.1: Zusammenstellung des α-Tocopherol-Gehalts in Sonnenblumen-Geweben und -kulturen. Die
Gehalte schwanken einerseits von Organ zu Organ – wobei übereinstimmend in den Wurzeln deutlich
geringere Werte gemessen werden – und andererseits je nach Kulturbedingungen. († Die Grundlage
dieser Berechnung war die Gewebetrockenmasse und wurde deshalb mit dem dort angegebenen Faktor
10% skaliert, Geipel et al., 2014).
Organ/Gewebe α-Tocopherol-Gehalt
(μg/g Frischgewicht)
Quelle
Samen 328 (Velasco et al., 2004)
Blätter
18,1 (Caretto et al., 2004)
11,4 ± 6,6 diese Arbeit
Kallus, heterotroph
5,3 – 15,1 (Fachechi et al., 2007)
1,5 – 4,0† (Geipel et al., 2014)
Kallus, fotomixotroph
18,9 (Fachechi et al., 2007)
7,7† (Geipel et al., 2014)
Wurzeln 0,24 ± 0,03 diese Arbeit
Haarwurzeln 0,19 ± 0,01 diese Arbeit
Haarwurzeln, elizitiert 1,4 diese Arbeit
gerichtet erzeugt und ausgewählt und nicht gezielt genetisch verändert (Fachechi et al.,
2007). Ziel dieser Arbeit war daher die Erzeugung von Haarwurzellinien, die jeweils
nur ein VTE-Gen überexprimieren, deren Charakterisierung und eine Aufstellung ihrer
Tocopherolgehalte.
Die Wachstums- und allgemeinen morphologischen Daten wurden für die Gruppen
von Haarwurzellinien im Abschnitt 4.8 auf Seite 121 einzeln erläutert, die Auswirkun-
gen verschiedener abiotischer Bedingungen auf den Tocopherolgehalt werden jedoch
im Abschnitt 5.5 auf Seite 163 in der Gesamtschau diskutiert. Abschließend werden
die Nutzungsmöglichkeiten solcher genetisch veränderter Haarwurzeln besprochen
und ihre Limitationen vorgestellt.
5.1 Erzeugung der Haarwurzeln
Die Erzeugung von mehreren Kontrolllinien ohne genetische Veränderung sowie je-
weils mindestens einer Haarwurzellinie, die jeweils ein Gen des Tocopherol-Stoffwech-
selweges überexprimieren sollte, war erfolgreich (siehe Abschnitt 4.3 auf Seite 90).
Die Haarwurzeln stammten mehrheitlich von Sprossachsengewebe ab, sehr selten
auch von Laubblättern der Sonnenblume. Die Transformation von Kotyledonen war
nie erfolgreich (siehe auch Laparra et al., 1995). Da sich Haarwurzeln und Wur-
zeln morphologisch nicht ausreichend unterscheiden, um Haarwurzel-Kandidaten
abzunehmen und einzeln weiterzukultivieren, wurde die Transformation von Wur-
147
5 Diskussion
zeln nicht versucht. Die erzeugten Haarwurzeln waren in der Regel immer sowohl
Haarwurzeln (Haarwurzel-Eigenschaft) als auch transgen, was an der Art der Selek-
tion auf einen teilungsfähigen Organverband einerseits (Subkultivierung) und die
Hygromycin-Resistenz andererseits lag. Obwohl nur wenige Kandidatenlinien pro
Transformationsansatz resultierten, blieb eine befürchtete Segregation in transgene
Zellen und nicht-transgene-Haarwurzeln aus.
Die erzeugten WT- und transgenen Haarwurzeln wurden neben ihrem optischen
Eindruck auf die molekularbiologischen Marker getestet. Sie enthielten die Gene rolB
und rolC und waren nach Inkubation auf 250μg/ml Cefotaxim sämtlich bakterienfrei
(siehe Abschnitte 4.3.3 auf Seite 94 und 4.3.4.3 auf Seite 97). Die WT-Haarwurzeln sind
damit erschöpfend molekular charakterisiert.
Die Qualität der gDNA aus Gewebeproben war oft gering (siehe 4.3.2 auf Seite 91). Die
DNA war häuﬁg braun gefärbt, was vermutlich an Polyphenolen oder Tanninen lag.
Solche Stoffe polymerisierten beim Absterben der Zellen oder bei Sauerstoffkontakt
nach dem Auftauen der Gewebe, obwohl sie frisch mittels ﬂüssigem N2 gemörsert
wurden (Schoﬁeld et al., 2001; Ueda et al., 2013). Um PCR-fähige DNA zu erhalten,
wurde versucht, die gDNA geeignet zu verdünnen oder sie mittels weiterer Kits zu
reinigen. Dies brachte Gehaltsverluste mit sich. Als qualitativer Marker für eine PCR-
taugliche gDNA wurde eine positive PCR mit dem CD_ACT2-Primerpaar gewertet.
Diese Vorgehensweise funktionierte nicht immer, weil so für eine PCR immer weniger
DNA zur Verfügung stand. Wenn zu wenig DNA eingesetzt wird, wird die Diffusi-
on der Nukleinsäuren und PCR-Komponenten zum geschwindigkeitsbestimmenden
Schritt (Einstein, 1905).
Tabelle 5.2 auf der nächsten Seite zeigt eine Zusammenfassung über die nachweisbaren
Einzelmerkmale und über einige Kombinationen. Die Ergebnisse sind unerwartet:
Einerseits lassen sich fast alle Elemente einzeln nachweisen, jedoch nicht die Kombina-
tionen, die zu erwarten sind (siehe Abbildung 4.23 auf Seite 102). Die DNA von Linie
HaHR4-2 war vermutlich von zu schlechter Qualität oder zu geringer Konzentration,
deshalb hat kein Nachweis funktioniert.
Bei allen transgenen Haarwurzeln war es möglich, den vollständig integrierten Le-
serahmen der eingebrachten AtVTE-Gene nachzuweisen (AtVTE-fw + AtVTE-rv;
siehe Abbildung 4.19 auf Seite 100).
Der Nachweis des 35S-Promotors direkt aufwärts vom eingebrachten Leserahmen
(AW_35S-fw + At-VTE-rv) war bei den Linien HaHR1.1-1, -1.1-2, -2.1-2, -2.1-4 und
-4-1 möglich, lediglich die Linien HaHR3-2 und -4-2 zeigten keine Ampliﬁkation (siehe
Abbildung 4.22 auf Seite 102). Es ist möglich, dass die Ampliﬁkation dieses Fragments
aufgrund der schlechten DNA-Qualität nicht funktionierte (siehe unten) oder dass
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Tabelle 5.2: Nachweis der genetischen Merkmale und deren Kombinationen bei den untersuchten
Haarwurzeln. In Abbildung 4.10 auf Seite 86 ist ein Schema des eingebrachten Konstrukts gezeigt.
Fragment Primerkombination HaHR
1.1-1 1.1-2 2.1-2 2.1-4 3-2 4-1 4-2
ORF At-VTE-fw+At-VTE-rv       ×
mGFP SJ_GFP-fw+SJ_GFP-rv       ×
hygR AW_hygR-fw+AW_hygR-rv × ×     ×
35S-ORF AW_35S-fw+At-VTE-rv     × × ×
35S-mGFP AW_35S-fw+SJ_GFP-rv × × × × × × ×
der Promotor tatsächlich fehlte und keine Expression von VTE3 oder VTE4 erfolgen
konnte.
Der Nachweis der mGFP-Sequenz gelang bei allen Linien (siehe Abbildung 4.20 auf
Seite 100).
Obwohl alle Haarwurzellinien außer HaHR3-2 auch etwa ein Jahr nach ihrer Erzeu-
gung und Selektion mittels 50μg/ml Hygromycin noch immer resistent waren (siehe
Abbildung 4.24 auf Seite 104), ließ sich bei den Linien HaHR1.1-1 und -1.1-2 die
entsprechenden Sequenz hpt genetisch nicht nachweisen (siehe Abbildung 4.21 auf
Seite 101).
Die Kombination verschiedener genetischer Merkmale, insbesondere derjenigen, die
mGFP oder das hpt und den jeweils inserierten Leserahmen umfassten, konnte nie
nachgewiesen werden. Das könnte folgende Ursachen haben: 1) Diese Fragmente sind
recht groß (>3kbp), was bei gDNA niedriger Qualität zu unterdurchschnittlicher Pro-
zessivität der Polymerase und damit nur zu linear ampliﬁzierten, kurzen Ampliﬁkaten
führt.21
2) Vor und hinter dem klonierten Leserahmen beﬁnden sich die att-sites, die bei der
Gateway®-Klonierung genutzt werden und im Konstrukt verbleiben (siehe Abbil-
dung 4.10 auf Seite 86). Möglicherweise enthält die Sonnenblume einen Mechanismus
oder eine Gensequenz, die die Integration der R-DNA an diesen Stellen besonders
anfällig macht und die R-DNA dort spaltet. Fehlintegrationen oder Teilintegrationen
einzelner Elemente könnten die Folge sein. Die Elemente wären dann integriert, jedoch
nicht unmittelbar hintereinander. Für diese These spricht, dass die zur Transformation
genutzten und aus Agrobakterien reisolierten Plasmide die korrekte Ampliﬁkatgröße
zeigten (z. B. Abbildung 4.22 auf Seite 102). Der Fehler trat damit vermutlich erst
in der Sonnenblumenzelle auf. Gegen diese These spricht jedoch die Existenz einer
durchgehenden cDNA in HaHR1.1-2. Sie enthält den Leserahmen und Teile des mGFP-
21Im Gegensatz zu komplett replizierten und damit der exponentiellen Vervielfältigung durch zwei
Primer unterliegenden Ampliﬁkaten.
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Gens (siehe Abbildung 4.26 auf Seite 108). Die Sequenzierung dieser mRNA als cD-
NA ist jedoch nicht durchgängig, sodass durchaus Fehler in dieser att-site nach der
Integration in die Sonnenblumenzelle vorliegen könnten.
3) Eine sehr unwahrscheinliche Erklärung wäre, dass auf der Sonnenblumen-gDNA
oder dem Plasmid pJP84-At-VTE1.1 weitere Primer-Bindestellen existierten, die in
diesem speziellen Fall zur Wirkung kamen und eine Ampliﬁkation dieses Nukleinsäu-
restücks verunmöglichten. Gegen die These spricht, dass die ORF-Ampliﬁkation allein
sehr gut und die von mGFP gut funktionierte (siehe Abbildung 4.20 auf Seite 100).
Obwohl in allen Haarwurzellinien mGFP nachgewiesen werden konnte, war dies für
das Protein GFP nicht möglich (siehe Abschnitt 4.5 auf Seite 107). Falls die Integration,
wie oben erwähnt, aufgrund der att-sites oder anderer Besonderheiten der Sonnenblu-
me nicht korrekt funktionieren würde, könnte die mGFP-Sequenz einzeln und ohne
Promotor an einer anderen Stelle im Genom integriert worden sein. Ebenso wäre es
möglich, dass eine Leserahmenverschiebung oder ein Stopp-Kodon erzeugt und kein
GFP gebildet wurde. Die Hygromycin-Resistenz könnte zwar ebenso an einer anderen
Stelle integriert worden sein, hätte aber stets einen eigenen 35S-Promotor und käme so
korrekt zur Wirkung.
Die Sonnenblume ist reich an Transposons und anderen mobilen Elementen (Hass et al.,
2006; Staton et al., 2012; Tang et al., 2006). Die Unmöglichkeit des Nachweises der VTE-
Leserahmen in Kombination mit der mGFP-Sequenz könnte so zu erklären sein. Der
Verlust der Hygromycin-Resistenz bei HaHR3-2 durch Integration eines Transposons
in den dortigen Promotor ist plausibel, denn das Gen war fast in Volllänge nachweisbar
(siehe Abbildung 4.21 auf Seite 101). Die Kombination aus 35S-Promotor und VTE3-
ORF ließ sich hingegen nicht zeigen (siehe Abbildung 4.22 auf Seite 102). Das könnte
darauf hindeuten, dass das von Tang et al. (2006) beschriebene Transposon in VTE3
von Sonnenblumen (siehe Abschnitt 2.5.4.5 auf Seite 25) oder ein ähnliches bevorzugt
in das VTE3-Gen oder den 35S-Promotor, vor dem VTE3- und dem hpt-Leserahmen,
springt. Tang et al. (2006) konnten zeigen, dass das transposible Element am Ende
von Exon 1 liegt und etwa 5,2Mbp groß ist. Die Expression von VTE3 wurde in dieser
Arbeit nicht untersucht, ein Beweis für diese These wäre durch eine Sequenzierung
der gDNA oder ein Southern Blot mit einer zum Transposon passenden Sonde zu
erbringen.
5.2 Eignung des verwendeten Promotors CaMV35S
Zu Beginn dieser Arbeit war noch unbekannt, welcher Promotor für die Expression von
Transgenen in Haarwurzellinien passend sein könnte. Durch viele Literaturhinweise
belegt, wurde der CaMV35S-Promotor aus dem Blumenkohlmosaikvirus (cauliﬂower
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mosaic virus) verwendet. Es handelt sich um einen starken konstitutiven Promotor,
der unter fast allen Umständen und selbst in transkriptionsarmen Geweben wie der
Elongationszone von Wurzeln Gene exprimieren kann. Der für die hier vorgestellten
Haarwurzeln benutzte Promotor ist ein Derivat des 35S-Promotors, dessen B-Domäne
verdoppelt wurde (2x35S-Promotor, Kay et al., 1987). Die Kombination der Domänen A
und B sorgt für eine Expression der regulierten mRNA in fast allen Geweben (Benfey
et al., 1989). Er enthält in der A-Domäne eine TATA-Box, CAAT-Motive und ein TGACG-
Motiv, die einen Minimalpromotor mit Expression in der Wurzel bilden (Benfey und
Chua, 1990; Porto et al., 2014; Yamamoto et al., 2007).
Neben konstitutiven Promotoren gibt es einerseits gewebespeziﬁsche, wie den krypti-
schen, wurzelspeziﬁschen Promotor pCRYP (Mollier et al., 2000) oder den wurzelspe-
ziﬁschen Promotor pyk10 (Nitz et al., 2001). Andererseits existieren mittels Signalen
induzierbare Promotoren, zum Beispiel durch Hitzeschock (Spena et al., 1985), durch
Licht (Argüello-Astorga und Herrera-Estrella, 1998) oder durch Arabinose induzierbare
(Newman und Fuqua, 1999), die möglicherweise geringere Nebeneffekte als der 35S-
Promotor haben (Ho et al., 1999).
Die Promotoren CaMV35S und pCRYP wurden von Dörr (2015) hinsichtlich Efﬁzienz
und Speziﬁzität bezüglich der Expression in einem bestimmten Gewebe und Haar-
wurzeln im Speziellen untersucht und mittels Reportergenassays festgestellt, dass
der verwendete 2x35S-Promotor eine Expression von Transgenen in Sonnenblumen-
Haarwurzeln ermöglichen kann.
5.3 Expression von AtVTE1
Da jeweils nur aus At-cDNA abgeleitete Sequenzen zur Klonierung der Transgene
eingesetzt wurden, unterschieden sich die gDNA- und cDNA-Sequenzen nicht. Dies
erschwerte den Beweis, ob Ampliﬁkate von AtVTE1 aus letztgenannter stammten.
Obwohl in den transgenen Linien sowohl die eingebrachten AtVTE-Gene als auch die
natürlichen HaVTE-Gene vorkommen, ampliﬁzierten die genutzten Primer nur die
jeweils gewünschten Varianten (siehe Abschnitt 4.3.4.2 auf Seite 97).
Die Ha-Gene waren beim Nachweis ein geringes Problem, weil sie viel länger als die
At-Gene waren. Die gespleißten Sequenzen waren hingegen etwa genauso lang wie
diejenigen von At. In Tabelle 5.3 auf der nächsten Seite sind erwartete Ampliﬁkatgrößen
für genomische und gespleißte Sequenzen angegeben. Außerdem ist die Anzahl der
Introns für die meisten VTE-Gene angegeben.
Die Genvarianten von VTE1 von At und Ha sind bis auf die unterschiedliche Anzahl
Introns kaum unterschiedlich. Die Länge der cDNA unterscheidet sich nur um etwa
30 bp.
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Aussagen über die Anzahl und Länge von Introns bei HaVTE2 waren schwierig zu
tätigen, weil wie in Abschnitt 4.1.4 auf Seite 69 beschrieben nur unzureichende Daten
über das Gen oder die Genvarianten bei Sonnenblume vorliegen. Bei der Alinierung
mittels T-Coffee ergaben sich auf Proteinebene Übereinstimmungen, auf Genebene
waren diese schwieriger zu erkennen (siehe Abbildung A.4 auf Seite 187). Daher sind
in der untenstehenden Tabelle auch nur für AtVTE2 genaue Informationen angegeben,
für HaVTE2 jedoch nur die Länge des vorhergesagten Gens.
Für VTE3 war die Struktur der Gene recht ähnlich. Beide besitzen zwei Introns unter-
schiedlicher Länge und die cDNA-Sequenzen sind fast gleich lang (1017 bp bei At und
1032 bp bei Ha).
Für VTE4 sind bei AtVTE4 drei Introns vorhergesagt, für HaVTE4 fünf. Die Länge der
cDNA unterscheidet sich um 102 bp, das sind 34AA. Für die Sonnenblumen-Gene gilt,
dass die Introns deutlich länger als die von Arabidopsis sind (Faktor 3–30).
Tabelle 5.3: Erwartete Ampliﬁkatgrößen und Anzahl und Länge der Introns für VTE1 bis VTE4.
gDNA (bp) cDNA (bp) #Introns Introns (bp)
AtVTE1 2810 1485 9 1343
HaVTE1 (LG24) 5135 1452 8 3683
AtVTE2 2557 1179 12 1378
HaVTE2 (09g010770) 5498 — — —
AtVTE3 1187 1017 2 170
HaVTE3 (RHA280)-MT1 3977 1020 2 3683
HaVTE3 (RHA280)-MT2 3210 1032 2 3683
AtVTE4 (RHA801) 1657 1047 3 610
HaVTE4 (RHA801) 3036 945 5 2091
5.3.1 Gegenüberstellung der Primer CD_At-VTE1 und CD_Ha-VTE1 zum Nachweis
der Expression
Tabelle 5.4 auf Seite 154 zeigt eine Gegenüberstellung der Primersequenzen von zum
Nachweis der Expression von AtVTE1 genutzten Primern. In den Zeilen 1 und 2 sind
die Primersequenzen der Volllängenprimer At-VTE1 und Ha-VTE1 fett gesetzt und
die zugrunde liegenden DNA-Sequenzen in Normaldruck ergänzt. Fehlpaarungen sind
mit Kleinbuchstaben angegeben. Die Primer Ha-VTE1 zeigen deutliche Ähnlichkeit zur
Gensequenz von AtVTE1 und könnten Ampliﬁkate hervorbringen, weil die 3’-Enden
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oftmals übereinstimmen. Wie weiter oben gezeigt, sind die gespleißten mRNAs jedoch
etwa gleich lang und nach einer AGE nur schwer zu unterscheiden.
In der Arbeit von Dolle (2011) wurden daher explizit sehr speziﬁsche Primer zum
Nachweis der At- und der Ha-Varianten von VTE1 erzeugt. Sie binden im Inneren der
entsprechenden Sequenzen und wurden daher besser auf Passgenauigkeit und in der
Länge unterscheidbare Ampliﬁkate optimiert. Die Primer-Erstellung basierte auf den
damals vorliegenden Datenbankeinträgen, die in der Arbeit selbst und in dieser Arbeit
weiter vorn angegeben sind (siehe Abschnitt 3.1 auf Seite 35).
In Tabelle 5.4 auf der nächsten Seite ist zu erkennen, dass die von Dolle (2011) erstellten
Nachweisprimer für die VTE1-Gene sehr selektiv für die Sequenz der jeweiligen Art zu
sein scheinen und kaum Ähnlichkeit untereinander haben (Zeile 3). Außerdem wurden
die bestmöglichen Treffer beider Primerpaare auf der gDNA und cDNA des Gens der
jeweils anderen Art gesucht und den Primerbindestellen gegenübergestellt (Zeilenpaare
4/5 und 6/7). Nur unter Inkaufnahme von acht Fehlpaarungen im Vorwärts- und sechs
im Rückwärts-Primer könnte mittels At-Primern ein 706 bp großes22 auf Ha-cDNA
und auf Ha-gDNA ein 4053 bp langes Ampliﬁkat erzeugt werden.23 Das bedeutet
zwar, dass nicht mit endgültiger Sicherheit geschlossen werden kann, dass die At-
Primer nicht doch die cDNA des Ha-Gens ampliﬁzieren, zeigt aber die nur geringe
Wahrscheinlichkeit.
Um diesen Fall dennoch möglichst auszuschließen, wurden die erhaltenen PCR-Am-
pliﬁkate ausgeschnitten und mit den Primern sequenziert, durch die sie ampliﬁziert
wurden. Das Experiment zeigte, dass die entsprechende Sequenz eindeutig von At
stammte und der des Plasmids entsprach (siehe Abbildung ?? auf Seite ??). Die Primer-
kombination CD_At-VTE1-fw und -rv erzeugte also selektiv nur Ampliﬁkate des At-
Gens und nicht solche des ebenfalls vorhandenen, und ebenso langen Ha-Gens. Die
Expression des Transgens AtVTE1 in HaHR1.1-1 konnte damit bestätigt werden.
5.3.2 Nachweis der Genexpression von AtVTE1
Die Expression des Transgens AtVTE1 konnte für HaHR1.1-2 durch RT-PCR und
Sequenzierung nachgewiesen werden. Dabei war nicht klar, ob die Sequenz fehlerfrei
ist und komplett in ein Protein übersetzt wird (siehe Abschnitt A.6 auf Seite 205).
Da sowohl das Eingangs- wie auch das Zielplasmid korrekt waren (siehe Abschnit-
te 4.2.2 auf Seite 85 und A.3 auf Seite 200) und keine großen Veränderungen in den
Sonnenblumenzellen beobachtet wurden, könnte für alle Haarwurzellinien verall-
gemeinert werden: Alle Eingangsplasmide sind sequenziert, also ist das jeweilige
22Dieses Ampliﬁkat hätte dieselbe Größe wie das entsprechende Ampliﬁkat auf At-cDNA.
23Mit den Ha-Primern kann auf At-DNA kein Fragment ampliﬁziert werden, da sie nicht in der richtigen
Orientierung zueinander liegen.
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Tabelle 5.4: Gegenüberstellung der Primerbindestellen von At-VTE1 und Ha-VTE1 sowie CD_At-VTE1
und CD_Ha-VTE1. Die Primersequenzen sind in 5’-3’-Richtung und in fetter Textauszeichnung angege-
ben, die gebundene DNA-Sequenz in Normalschrift. Fehlpaarungen werden mittels Kleinbuchstaben
angezeigt.
Primer Sequenz (-fw-Primer) Sequenz (-rv-Primer) #
At-VTE1 ATGGAGATACGGAGCTTGATTGTTTC TTACAGACCCGGTGGCTTGAAG 1
Ha-VTE1 ATGGAGcTACaGAcgacGAcgaccTC cTACAGACCaGGaGGtTTGAgc 2
CD_At-VTE1 AACACCTCGGAAGTTCTTCGAG TGCGGTTAAAGCAACTTCTCC
| | | ||||| 3
CD_Ha-VTE1 TTGAATGGAGCTACAGACGAC- CCACAGGGGAGTAACTTGG-
CD_At-VTE1 AACACCTCGGAAGTTCTTCGAG TGCGGTTAAAGCAACTTCTCC 4
HaVTE1-cDNA gAcTaCaaGGAAaTTtTTtGAG acaaGTcAAAcCAACTTCTCC 5
CD_Ha-VTE1 TTGAATGGAGCTACAGACGAC CCACAGGGGAGTAACTTGG 6
AtVTE1-cDNA TgGAAaGGAGcTACgagCaAC CCAaAatGGAGTAgCTTGG 7
Zielplasmid korrekt. Da weiter alle Transgene integriert wurden (Abbildung 4.19 auf
Seite 100), wurden auch alle in eine funktionale mRNA transkribiert.
Dieselben Eingangsplasmide wurden von Rabe (2013) genutzt, um mit einem anderen
Expressionsplasmid AtVTE1 und AtVTE4 in E. coli zu exprimieren. Die gebildete
Atγ-TMT war funktionsfähig (Dörr (2015) und Abschnitt 4.6 auf Seite 109).
Abseits von diesen Beobachtungen wurde jedoch in keiner Sonnenblumen-Haarwur-
zellinie ein funktionales Protein mittels Western Blot oder Fluoreszenz (GFP) nachge-
wiesen. Innerhalb der Agrobakterien oder bei der Transformation der Pﬂanzen mittels
rolling circle replication konnten noch Genveränderungen auftreten (Lessl und Lanka,
1994). Mittels PCR von gDNA und isolierten Plasmiden der Agrobakterien konnten
die Transgene zwar immer nachgewiesen werden, wie die Positivkontrollen bei der
Charakterisierung der Haarwurzeln belegten. Diese waren jeweils Isolationen aus
den genutzten A. rhizogenes (Abbildung 4.2.4 auf Seite 87). Ein Komplettverlust der
Transgene war unwahrscheinlich, aber außer der Existenz der Primerbindestellen und
der Länge waren über die Sequenzen keine Informationen mittels PCR ableitbar.
Dennoch gibt es weitere Erklärungsmöglichkeiten für das Fehlen von Proteinen, die
im Folgenden zusammengestellt und diskutiert werden.
5.3.3 Stilllegung von Genen
Je nachdem, wo Transgene integrieren, kann eine Stilllegung dieser auftreten, wenn
im Rahmen einer Differenzierung große Teile eines Chromosoms stillgelegt, also in
Euchromatin umgewandelt werden. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Transfor-
mationsverfahren konnte dieses Phänomen auftreten, weil in der Regel Blatt- oder
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Sprossachsenzellen, also grüne Pﬂanzenteile, mittels A. rhizogenes transformiert wur-
den. Diese Zellen haben ein charakteristisches Muster von Eu- und Heterochromatin
sowie Methylierung.
Transgene werden in der Regel in transkribierte, das heißt lockere Chromosomen-
bereiche integriert (Koncz et al., 1992). Bei der Umwandlung von grünem Gewebe
in eine nicht-grüne Wurzel ändert sich dieses Muster deutlich, sodass vormals lo-
ckere Chromosomenbereiche in stillgelegte Bereiche überführt und die Transgene
dann unabhängig von ihren eigenen Promotoren und enhancern stillgelegt werden.
Deswegen sollte entweder immer oder aber zumindest in bestimmten Abständen nach
der Ausprägung des hairy-root-Organverbands eine erneute Selektion vorgenommen
werden. Wenn die in dieser Arbeit verwendete Hygromycin-Resistenz immer noch
ausgeprägt wurde, war dies auch für das benachbarte Transgen sehr wahrscheinlich.
Etwa ein Jahr nach Erzeugung der Haarwurzeln war nur eine Linie (HaHR3-2) nicht
mehr Hygromycin-resistent, obwohl das Gen auf gDNA nachgewiesen werden konnte
(siehe Abbildungen 4.24.7 auf Seite 104 und 4.21 auf Seite 101). Dies ließ den Schluss
zu, dass die Stilllegung von Genen bei wiederholter Selektion auf die Hygromycin-
Resistenz kaum eine Rolle zu spielen schien.
5.3.4 Kosuppression
Wann immer eingebrachte Gensequenzen natürlich vorhandenen stark ähneln, kann
die Expression verringert werden. Die Abwehrmechanismen der Pﬂanzenzelle halten
die zusätzlichen, ähnlichen mRNA-Moleküle für viral und bauen diese ab (Matzke
und Matzke, 1995). Da die aus HaHR1.1-2 gewonnene cDNA eine deutlich höhere
Expression der AtVTE1 gegenüber dem Ha-Gen aufwies (siehe Abbildung A.9 auf
Seite 206), schien das zumindest nicht für dieses Molekülpaar zu gelten.
Ein Ampliﬁkat von HaVTE1 mit dieser cDNA als Matrix war nach 36 Zyklen nicht
detektierbar, was für eine nur sehr geringe Expression des Eigen-Gens sprach. Dies
passt zu Kilian et al. (2007), die mittels micro array gezeigt haben, dass nicht nur die
Expression aller AtVTE-Gene in Arabidopsis schwach ist, sondern diese sich außerdem
durch Stressoren kaum erhöhen ließ. Das deutete auf einen geringen Gehalt von HaTC
in Sonnenblume hin, sodass eine Tocopherol-Biosynthese kaum mehr möglich schien,
falls die eingebrachte mRNA von AtVTE1 ebenfalls kein funtionierendes Protein
lieferte, weil ein Ausfall von VTE1 zu völligem Fehlen aller Tocopherole führen müsste
(Porﬁrova et al., 2002).
Im Abschnitt A.1 auf Seite 183 sind die Genvarianten von Arabidopsis und Sonnen-
blume aliniert, die Implikationen für eine mögliche Kosuppression werden hier kurz
besprochen: Die Gensequenz von AtVTE1 gleicht nur zu etwa 74% derjenigen von
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HaVTE1 (siehe Abbildung A.1.1 auf Seite 183). Die identischen oder ähnlichen Bereiche
sind dabei gleichmäßig über das Gen verteilt.
Für VTE2 ist in Abbildung A.4 auf Seite 187 gezeigt, dass die Gene beider Spezies zum
Teil deutlich unterschiedlich sind. Die Identität beträgt nur etwa 55, die Ähnlichkeit
etwa 64%. Dabei konnte jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass kleinere Bereiche
für eine Kosuppression ausreichend ähnlich waren.
AtVTE3 und HaVTE3-1 waren zu etwa 70% identisch und zu etwa 76% ähnlich. Die
Alinierung zeigt eine deutliche Ähnlichkeit in eng begrenzten Bereichen, sodass eine
Kosuppression sehr wahrscheinlich war. Dasselbe gilt für AtVTE3 und HaVTE3-2: Die
Identität liegt bei etwa 68%, die Ähnlichkeit bei etwa 75% und die Übereinstimmungen
liegen in stark begrenzten Bereichen.
Die Identität von AtVTE4 zu HaVTE4 liegt nur bei etwa 58%, die Ähnlichkeit bei etwa
68%. Die ähnlichen Abschnitte liegen jedoch an etwa denselben Stellen im Gen.
Alle diese Befunde deuten darauf hin, dass trotz Nutzung der Gene einer anderen
Spezies Kosuppression wahrscheinlich war. Falls die transgenen mRNA-Moleküle
also zu keinem funktionalen Protein geführt haben, wäre der Tocopherolgehalt in
allen Linien drastisch gesunken oder die Tocopherole in ihrem Spektrum verändert
worden (Tang et al., 2006). Da Linie HaHR1.1-2 keine nachweisbare Expression von
HaVTE1 zeigte und bei Ausfall des transgenen AtVTE1 hätte sterben müssen, sollte
die Translation aus der eingebrachten cDNA funktioniert haben. Dasselbe muss für die
AtVTE2-überexprimierenden Linien gegolten haben, da auch ein VTE2-Ausfall lethal
ist (Collakova und DellaPenna, 2003b).
5.4 Nachweis von transgener Tocopherol-Zyklase
Obwohl die Expression des Transgens AtVTE1 in HaHR1.1-2 stellvertretend für die
anderen Linien gezeigt werden konnte, wurden aus den eingebrachten Genen gebildete
Proteine auf keine Art nachgewiesen. Weder mittels Western Blot noch mittels eines
indirekten GFP-Nachweises durch Fluoreszenzmikroskopie (siehe Abschnitte 4.6 auf
Seite 109 und 4.5 auf Seite 107).
Es konnte nicht zweifelsfrei bewiesen, ob die gebildete mRNA Mutationen oder
Leserahmenverschiebungen trug, und eine non sense-Mutation aufgetreten war (siehe
Abschnitt 4.4.2.1 auf Seite 107). Jedoch ließen sich dieselben klonierten Leserahmen von
AtVTE1 und AtVTE4 beide aus pEntry-At-VTE1.1 und -4 in das Expressionsplasmid
pDEST15 (Invitrogen) klonieren und in E. coli BL21 (DE3) Rosetta 2 exprimieren (siehe
Rabe (2013) und Abbildung 5.1 auf der nächsten Seite). Das bedeutet, dass die von At-
cDNA erzeugte Sequenz und die Eingangsplasmide fehlerfrei waren und sich auch
fehlerfrei klonieren ließen. Die aus diesen Bakterien gewonnene At-γ-TMT zeigte
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außerdem die korrekte enzymatische Aktivität (Dörr, 2015), was auf ein grundsätzlich
funktionierendes System schließen ließ.
 
5.1.1 Western Blot. Zum Nachweis dienten anti-His
und anti-Maus-Antikörper, die Expositionszeit be-
trug eine Stunde. Die nachgewiesenen Banden pas-
sen zu den erwarteten Proteingrößen.
 
5.1.2 SDS-PAGE. Reinigungserfolg und An-
reicherung der hergestellten Fusionsproteine
(AtTC:GST).
Abbildung 5.1: Expressionserfolg von At- und HaVTE1 und -VTE4 in pDEST15 in E. coli BL21 (DE3) Ro-
setta 2. Links: Western Blot (A), rechts: SDS-PAGE (B). Proteinrohextrakt nach Reinigung mit Glutathion-
Sepharose-Matrix. Die Reinigung wurde mit 1,5ml Proteinrohextrakt durchgeführt. Für die SDS-PAGE
wurden je 10μl gereinigte Proteinlösung pro Spur aufgetragen. Für AtTC trat eine schwache Bande für
das erwartete Protein mit Molekülmasse von 83,3 kDa auf (). Für HaTC war keine Proteinbande bei
der Laufhöhe von 82,5 kDa zu erkennen (). Für At- und Ha-γ-TMT konnte nur vermutet werden, dass
es sich um die gesuchten Proteine mit einer Molekülmasse von 66,6 kDa beziehungsweise 63,2 kDa
handelte.
Legende: – . . . Proteinrohextrakt einer nicht induzierten Kolonie; + . . . Proteinrohextrakt einer induzier-
ten Kolonie; Größenstandard: PageRuler Unstained Broad Range Protein Ladder. Bilder aus Rabe (2013),
Bildunterschriften angepasst.
5.4.1 Kozak-Sequenz
Eine Möglichkeit, warum die transgenen Linien die eingebrachten Gene nicht als
Proteine ausprägten, könnte im Fehlen einer Kozak-Sequenz gelegen haben. Diese
Sequenz unmittelbar vor Beginn des Leserahmens legt maßgeblich fest, wie gut die
mRNA in Protein übersetzt wird (Kozak, 1987a) und ist äquivalent zur Shine-Dalgarno-
Sequenz (Shine und Dalgarno, 1974), was die Bindung der mRNA an ein Ribosom
betrifft. Eine Standardsequenz für Pﬂanzen wurde von Lütcke et al. (1987) wie in
Abschnitt 4.1.8 auf Seite 83 erwähnt vorgeschlagen. Die Prüfung der betrachteten Gene
(At- und HaVTE) erbrachte jedoch keine besondere Ähnlichkeit zu dieser kanonischen
Sequenz. Obwohl eine Expression mit einer Kozak-ähnlichen Sequenz möglicherweise
zu korrekt translatiertem Protein geführt haben könnte, schien dies zumindest in
vivo nicht notwendig zu sein. Laut Antje Walther (persönliche Mitteilung) konnte mit
ähnlichen Vektoren (Curtis und Grossniklaus, 2003) Proteinaktivität gefunden werden,
ohne eine Kozak-ähnliche Sequenz vor die dortigen Leserahmen zu klonieren.
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5.4.2 Fehlen von Chloroplasten in Haarwurzeln
Eine weitere Möglichkeit, warum keine Proteine nachweisbar waren, könnte am Fehlen
ihres Zielkompartiments gelegen haben. Wie in Abschnitt 4.7 auf Seite 119 gezeigt wur-
de, enthielten selbst ergrünte Wurzeln nur ein Zehntel der Chlorophyllmenge grüner
Blätter (1000μg/g) und farblose Wurzeln und Haarwurzeln noch weniger. Flores et al.
(1993) haben in ergrünten Asteraceae-Haarwurzellinien 86–179μg/g Chlorophyll nach-
gewiesen. Dies passt zu den ermittelten Werten für grüne Sonnenblumenwurzeln.
Bei geringer Transportrate in die nur in geringer Anzahl vorkommenden Wurzelplasti-
den (Proplastiden, Lopez-Juez und Pyke, 2005), wäre es nahezu unmöglich gewesen,
die untere Nachweisgrenze für die Proteindetektion zu erreichen, ohne eine sehr große
Biomasse heranzuziehen. Ein Ansatz, den geringen oder fehlenden Import in die Plasti-
den zu umgehen, könnte sein, eine Plastidentransformation vorzunehmen wie Lu et al.
(2013). Das hätte folgende, positive Effekte: Höhere Kopienzahl innerhalb einer Zelle
und somit vermutlich mehr gebildete Proteinmoleküle, Vermeidung des Transports in
die Chloroplasten und die Mehrfachtransformation des gesamten Stoffwechselweges
in ein Operon (Übersichtsartikel zum Beispiel Bock, 2014). Die Transgene würden
dann auch über die Proplastiden in sich differenzierende Zellen übertragen und so
auch in anderen Plastiden, die Chloroplasten-Proteine nicht importieren, zur Wirkung
kommen. Auch nicht-grüne Wurzelzellen könnten theoretisch auf diese Art erreicht
werden.
In farblosen Wurzeln wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie keine Chloroplasten
gefunden (siehe auch Abbildung 4.35 auf Seite 120).
In Chromo- und Leukoplasten wurden wie in Chloroplasten Tocopherole gefunden,
wie Fryer (1992), Kruk und Strzalka (1995) sowie Lichtenthaler et al. (1981) berichten
und wovon Dörr (2015) in seiner Arbeit ausgeht. In Wurzeln sind zwar Plastiden enthal-
ten, diese sind jedoch Amyloplasten (Solymosi, 2012). Sie stammen von Proplastiden
ab und könnten sich zu Chloroplasten umwandeln. Die Plastidendifferenzierung wird
möglicherweise wird durch Veränderungen im Proteinimport gesteuert (Lopez-Juez
und Pyke, 2005). Wan et al. (1996) zeigten, dass Samen-Leukoplasten im Vergleich zu
Blatt-Chloroplasten bezüglich des in vivo-Vorkommens in den entsprechenden Plasti-
dentypen einige Proteine in anderer Menge importieren und dass die Komposition
des Transitpeptids maßgeblich bestimmend ist.
Diese Unterschiede werden auf unterschiedliche Zusammensetzungen der Proteinim-
portkomplexe zurückgeführt: In Arabidopsis existieren mehrere Genfamilien für die
Tic- und Toc-Komplexe (Kanalproteine der Plastiden, siehe Abschnitt 2.4.2 auf Seite 13).
Fallen AtToc15924 oder AtToc34 aus, führt dies zu starken Defekten beim Ergrünen
24Die Groß- und Kleinschreibung der AtToc-Proteine folgt hier der Arbeit von Constan et al. (2004)
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der grünen Teile, in der Wurzel zeigten sich jedoch keine Effekte (Yu und Li, 2001).
Demgegenüber zeigten Kubis et al. (2004) und Ivanova et al. (2004), dass AtToc132, das
für die Fotosynthese nicht-relevante Proteine importiert, oder AtToc120, den alternati-
ven Genen für AtToc159, nur dann in Chloroplasten einen Effekt verursachen, wenn
beide vollständig ausgeschaltet werden. In Wurzelplastiden führt das Ausschalten
jedoch zu Defekten und zu aberantem Wurzelwachstum. Defekte in AtToc34, einem
Homolog von AtToc33, führen zu Defekten in Wurzelplastiden und einem um 20–30%
verminderten Wurzelwachstum, in Blättern aber zu keinem wahrnehmbaren Effekt.
Demzufolge scheint AtToc33 eher eine Rolle für die Fotosynthesemaschinerie zu spie-
len, AtToc34 eher für den Import von Proteinen einer Grundaktivität nötig zu sein.
Dies repräsentiert eher ein Wurzelplastid (Constan et al., 2004).
Interessanterweise führt der verringerte Import von Fotosynthese-assoziierten Protei-
nen in die Chloroplasten auch zu einer verringerten Expression dieser Proteine, sodass
sich hier ein selbstverstärkender Effekt niederschlägt (Lopez-Juez und Pyke, 2005).
Wenn diese Rückwirkung von Protein-Nichtimport auf die Expression besteht, könnte
diese durch Anreicherung Chloroplasten-determinierter Proteine im Zytosol oder in
der Nähe des Toc-Komplexes induziert werden. Wenn also Tocopherol-Syntheseenzy-
me nicht korrekt in den Chloroplasten exportiert werden könnten, regulierten sie die
Expression ihrer eigenen Gene herunter.
Obwohl bei allen Tocopherol-synthetisierenden Enzymen außer HaHPT die Ähnlichkeit
zu den entsprechenden At-Homologen klar zu erkennen ist, werden die Signalpeptide
und die Lokalisierung nur selten gleich vorhergesagt. Das liegt möglicherweise am
Training der entsprechenden Neuronalen Netzwerke (Emanuelsson et al., 2007) oder
aber an der Andersartigkeit der Sonnenblumen-Physiologie. In Tabelle 5.5 auf der
nächsten Seite wird für VTE2 dargestellt, wie die Vorhersagen zur Lokalisierung von
TargetP getroffen werden. Dabei zeigt sich, dass neben der Lokalisierung von Arabi-
dopsisHPT auch die von anderen Brassicaceae und Asteraceae und weiteren Pﬂanzen
korrekt vorhergesagt wird. Für die Familie Fabaceae erfolgt die Vorhersage jedoch mit
nur niedriger Verlässlichkeit oder falsch. Somit könnte die unzureichende Vorhersage
der Lokalisierung der Ha-Enzyme tatsächlich auf die Andersartigkeit der Sonnenblu-
men zurückzuführen sein. Für Helianthus annuus ist dieser Sachverhalt in Tabelle 5.6
auf Seite 161 zusammengetragen. Dort ist zu erkennen, dass die Vorhersage bis zu
einem Prozentsatz von 91% misslingt.
Die Versorgung der Pﬂanze, und besonders der Tocopherol-Synthese, mit IPP ist
nicht ganz klar: Wie vom Dorp et al. (2015) und Valentin (2006) bemerken, scheint
die Versorgung mit PDP aus dem Chlorophyllabbau nötig zu sein. Da überdies der
Chlorophyllgehalt mit dem Tocopherolgehalt zusammenzuhängen scheint (u. a. Geipel
et al., 2014), könnte aber auch fraglich sein, ob das in beiden Molekülsorten gebundene
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Tabelle 5.6: TargetP-Vorhersage für einige HaHPT-Kandidaten (Heliagene-Einträge). Wenn alle Protei-
ne dieselbe Wirkung wie in anderen Arten haben und deshalb in der Zelle im gleichen Kompartiment
auftreten müssten, dann versagt der Vorhersagealgorithmus bei einigen Kandidaten. Eingefärbt sind
vom Chloroplasten (C) abweichende Voraussagen, dabei ist die Vorhersage ins Mitochondrium (M)
schwächer hinterlegt als eine Sekretion (S) oder zytosolische Lokalisierung (–). Die Spalten cTP–other
geben die Wahrscheinlichkeit für eine entsprechende Lokalisierung an.
Kandidat Länge cTP mTP SP other Loc RC TPlen
10g056890 213 0,001 0,018 0,943 0,345 S 3 110
09g010770 365 0,164 0,294 0,038 0,698 – 3 –
10g056890 213 0,001 0,018 0,943 0,345 S 3 110
10g057590 204 0,019 0,018 0,951 0,372 S 3 118
13g016310 376 0,766 0,296 0,003 0,020 C 3 62
10g057890 157 0,020 0,316 0,135 0,652 – 4 –
09g029410 174 0,001 0,447 0,492 0,182 S 5 31
09g010790 132 0,011 0,022 0,941 0,106 S 1 19
12g046800 117 0,015 0,032 0,195 0,945 – 2 –
09g029530 159 0,105 0,142 0,014 0,861 – 2 –
12g006130 170 0,765 0,048 0,004 0,144 C 2 66
09g010780 123 0,020 0,033 0,638 0,811 – 5 –
09g029400 175 0,105 0,142 0,014 0,861 – 2 –
13g009440 194 0,022 0,068 0,817 0,192 S 2 22
10g056640 95 0,017 0,272 0,111 0,487 – 4 –
10g056690 92 0,002 0,175 0,956 0,093 S 2 27
12g006300 83 0,075 0,028 0,157 0,949 – 2 –
13g009440 194 0,022 0,068 0,817 0,192 S 2 22
10g030210 330 0,073 0,088 0,351 0,430 – 5 –
06g019440 337 0,027 0,031 0,862 0,218 S 2 17
00g004320 125 0,087 0,308 0,043 0,502 – 5 –
161
5 Diskussion
PDP aus dem Mevalonat-Weg ausreicht, oder ob über den plastidären 3-GAP-Pyruvat-
Weg nicht noch zusätzlich IPP generiert werden muss (Lichtenthaler et al., 1997). In
diesem Fall hätte das Fehlen oder eine zu geringe Anzahl von Plastiden einen doppelt-
negativen Effekt auf die Tocopherol-Synthese. Die Produktion konnte durch Phytol als
Medienzusatz auf einen Gesamt-Tocopherolgehalt von 63,6mg und den α-Tocopherol-
Gehalt auf 28,8mg pro 100g Trockengewicht verbessert werden (Furuya et al., 1987).
Das ist der 18- beziehungsweise 11-fache Gehalt.
5.4.3 Gedanken zur Homogentisat-Phytyltransferase von Sonnenblume
Die bioinformatischen Ergebnisse sind widersprüchlich: Einerseits gibt es in Sonnen-
blume Sequenzen, deren Produkte AtHPT ähneln, aber diese zeigen keine so gute
Übereinstimmung mit den At-Proteinen wie die von anderen Sonnenblumen-Vertre-
tern. Zum Vergleich die Alinierung von HaHPT und HaMPBQ-MT-2 (vgl. Abbildungen
4.3 (Seite 72) und 4.5 (Seite 72): Bei letztgenannter sind jeweils große Abschnitte iden-
tisch, Transitpeptide werden an fast denselben Stellen vorhergesagt und auch die
Transmembrandomänen stimmen in Anzahl, Länge und Lage überein.
Die Sequenzierung von Sonnenblumen-gDNA mit AtVTE1 -ampliﬁzierenden Primern
erbringt Sequenzen, die in NCBI deutlich auf AtVTE1 verweisen, aber in der Heliagene-
Datenbank werden keine dazu passenden Sequenzen gefunden (siehe Abschnitt 4.1.4
auf Seite 72).
Entweder, in Sonnenblume existiert ein AtVTE1 ähnliches Gen, das nicht gefunden
wird, zum Beispiel ein Gen, welches die Tocopherol-Biosynthese anders beginnen
lässt, oder die hier durchgeführten Untersuchungen sind aufgrund des vorläuﬁgen
Charakters des Sonnenblumen-Genoms in die Leere gelaufen.
Möglicherweise existiert in Sonnenblume ein Protein, welches zwar die Funktion
einer HPT erfüllt, aber eine gänzlich andere Struktur hat und daher nicht mittels
rückübersetzten Proteinsequenzen gefunden werden kann. Die Tocopherol-Synthese in
Sonnenblume könnte auch analog zur Tocotrienol-Synthese mittels HGGT ablaufen.
Die promiskuitiven Enzyme des nachgeordneten Tocopherol-Stoffwechsels verarbeiten
sowohl Tocopherole als auch Tocotrienole. In einem eingefügten Schritt könnte die
ungesättigte Seitenkette der Tocotrienole reduziert werden.
Der nicht-funktionierende Import von Proteinen in die fehlenden Chloroplasten könnte
also einen immensen Einﬂuss auf das Gesamtsystem „Chloroplast und Tocopherol-
Biosynthese“ in Sonnenblume gehabt haben.
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5.5 α-Tocopherol-Produktion der Haarwurzellinien
5.5.1 Biomasseproduktion der Haarwurzellinien
Die in dieser Arbeit erzeugten transgenen Haarwurzeln wuchsen unter fast allen
Bedingungen schneller als die WT-Haarwurzeln, wobei innerhalb von drei Wochen
0,2–5g Biomasse erzeugt wurde (siehe Tabelle 4.11 auf Seite 125). Die größte Biomas-
seproduktionssteigerung war um den Faktor 1, 6 auf 5g bei Linie HaHR2.1-2 unter
Normalkultur mit Beleuchtung möglich (siehe Tabelle 5.7). Insgesamt ist zu erkennen,
dass die transgenen Haarwurzellinien im Gegensatz zu den WT-Haarwurzeln nach
drei Wochen Kultivierung unter Beleuchtung auf MS|3 eine statistisch signiﬁkant
erhöhte absolute Biomasse besaßen (p ≈ 0, 015). Dies könnte ein Hinweis auf einen
höheren α-Tocopherol-Gehalt sein, weil das zusätzliche α-Tocopherol den fotooxidati-
ven Stress durch Licht reduzieren konnte und die Linien somit robuster waren. Alle
anderen Kultivierungsbedingungen zogen jedoch immense Senkungen der Biomas-
seproduktion nach sich. Das galt sowohl für die WT- als auch für die transgenen
Haarwurzellinien.
Tabelle 5.7: Relative Biomasse nach etwa 3Wochen Kultivierung auf Festmedium unter unterschiedli-
chen Bedingungen. Die Werte sind auf eine Kultivierung auf MS|3|0,6 ohne Beleuchtung normiert. Die
jeweils größte relative Biomasse ist fett gesetzt. (*) markiert die Bedingungen, bei denen die transgenen
Haarwurzellinien einen statistisch signiﬁkant erhöhten Wert gegenüber den WT-Linien aufwiesen
(p < 0, 05).
Linie
3% Sucrose 0,5 % Sucrose 1μM 6-BAP
Schwachlicht dunkel Schwachlicht dunkel Schwachlicht
*
HaHR0.5 0,10 0,27 0,11 0,31 0,03
HaHR0.8 0,20 0,34 0,12 0,06 0,02
HaHR0.10 0,45 0,30 0,11 0,04 0,05
HaHR1.1-1 0,17 0,18 0,09 0,39 0,04
HaHR1.1-2 1,12 0,35 0,30 0,29 0,02
HaHR2.1-2 1,58 0,15 0,23 0,20 0,13
HaHR2.1-4 1,19 0,53 0,04 0,16 0,01
HaHR3-2 1,39 0,42 0,19 0,28 0,06
HaHR4-1 1,43 0,35 0,00 0,18 0,02
HaHR4-2 0,04 0,12 0,00 0,03 0,02
Die relative Biomasseproduktion der einzelnen Haarwurzellinien ist in Abbildung 5.2
auf der nächsten Seite dargestellt. Sie gibt die Biomasse nach drei Wochen bezogen auf
eine Normalkultivierung ohne Beleuchtung an. Dies ist ein Indikator für eine erhöhte
Lichtstresstoleranz der Haarwurzellinien. Tatsächlich zeigte sich, dass die transgenen
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Haarwurzeln unter Normalbedingungen signiﬁkant toleranter gegenüber Beleuchtung
als die WT-Haarwurzeln waren (p ≈ 0, 01).
Die transgenen Haarwurzellinien wuchsen also insgesamt besser als die WT-Linien
und waren außerdem bei Normalbedingungen toleranter gegenüber Lichtstress.
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Abbildung 5.2: Dargestellt ist die relative Biomasseproduktion einzelner Haarwurzellinien innerhalb
von 3Wochen, normiert auf die Kultivierung auf MS|3|0,6 ohne Beleuchtung. Es wurden zwei bio-
logische Replikate durchgeführt, die Fehlerbalken geben die Standardabweichung an und gelten für
Abweichungen nach oben und unten. Die Bedingungen sind in der Legende abgebildet.
Es ist zu erkennen, dass die Stressoren Kohlenstoffmangel und 6-BAP zu deutlich verminderter Bio-
masseproduktion führten. Zusätzliche Beleuchtung führte bei Vorliegen eines Stressors in der Regel
zu weiter verminderten Biomassen, Ausnahme ist die Linie HaHR2.1-2 unter verminderter Kohlen-
stoffquelle. Der Einﬂuss von Beleuchtung bei Normalbedingungen ﬁel deutlich unterschiedlich aus,
von kaum veränderten Biomassen bei HaHR1.1-2, HaHR2.1-2, HaHR2.1-4, HaHR3-2 und HaHR4-1
zu deutlichen Wachstumseinschränkungen bei HaHR0.5, HaHR0.8, HaHR1.1-1 und HaHR4-2. Der
Unterschied der relativen Biomasse zwischen den WT- und den transgenen Haarwurzellinien ist nur
bei Normalbedingungen unter Beleuchtung statistisch signiﬁkant (p ≈ 0, 01).
5.5.2 α-Tocopherol-Gehalt der Haarwurzellinien
Die zweite Kenngröße der in dieser Arbeit erzeugten Haarwurzellinien war der spezi-
ﬁsche α-Tocopherol-Gehalt (gαi , siehe Gleichung 3.8 auf Seite 63). Er gibt die Menge
α-Tocopherol an, die in einer Masseneinheit des Gewebes vorkam. In Abschnitt 4.10
auf Seite 138 und in den Abbildungen 4.58 bis 4.60 auf den Seiten 141–142 sind diese
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Messergebnisse dargestellt. In Tabelle 5.8 auf der nächsten Seite sind alle diese Werte
zusammengefasst.
Der absolute α-Tocopherol-Gehalt reichte von 34–1410ng/g. Dabei wurden α-Tocophe-
rol-Gehalte unterhalb der Nachweisgrenze (siehe Abschnitt 4.9.2 auf Seite 136) nicht
einbezogen.
Im Abschnitt 4.10.4 auf Seite 140 sind die relativen α-Tocopherol-Gehalte unter den
verschiedenen Kultivierungsbedingungen verglichen. Es zeigte sich, dass bei einzelnen
Linien unter bestimmten Kulturbedingungen immense Erhöhungen auf das 9- bis
13-fache erreicht werden konnten (siehe auch die kursiv gesetzten Werte in Tabelle 5.8
auf der nächsten Seite). Dies war unter Zusatz von 6-BAP bei den Haarwurzellinien
HaHR0.8 mit Beleuchtung bzw. HaHR2.1-2 ohne Beleuchtung zu beobachten (siehe
Abbildung 4.61 auf Seite 143).
Die absoluten und relativen α-Tocopherol-Gehalte waren bei folgenden Kultivierungs-
bedingungen bei den transgenen im Vergleich zu den WT-Haarwurzellinien statistisch
signiﬁkant erhöht (p < 0, 05): unter Beleuchtung auf Normalmedium und ohne Be-
leuchtung bei reduzierter Kohlenstoffquelle. Der höchste speziﬁsche α-Tocopherol-
Gehalt trat unter diesen Bedingungen bei HaHR1.1-1 (671ng/g) und HaHR1.1-2
(192ng/g) auf (siehe Abbildungen 4.58 bis 4.60 auf den Seiten 141–142). Dennoch
traten die höchsten absoluten und relativen α-Tocopherol-Gehalte bei Zusatz von 1μm
6-BAP unabhängig von der Beleuchtung auf (siehe Tabellen 5.8 bis 5.9 auf der nächsten
Seite).
5.5.3 α-Tocopherol-Menge der Haarwurzellinien
Der wichtigste Parameter für eine erfolgreiche Gewinnung von α-Tocopherol aus
Haarwurzeln war weder der α-Tocopherol-Gehalt noch die Biomasseproduktion ein-
zelner Haarwurzellinien, sondern die Gesamtmenge α-Tocopherol, die pro Zeiteinheit
synthetisiert wurde. Diese Größe ist das Produkt aus α-Tocopherol-Gehalt und der
Biomasseproduktion je Zeiteinheit.
In Tabelle 5.10 auf Seite 168 sind die Gesamtmengen von α-Tocopherol eingetragen, die
in etwa drei Wochen Kulturzeit produziert wurden. Die jeweils größte α-Tocopherol-
Menge ist fett ausgezeichnet. Bemerkenswert war, dass die transgenen Haarwurzelli-
nien unter fast jeder Bedingung statistisch signiﬁkant mehr α-Tocopherol produziert
haben als die WT-Linien (p < 0, 05). Nur bei Zusatz von 6-BAP und Beleuchtung war
der Unterschied zwischen diesen beiden Gruppen nicht signiﬁkant (p ≈ 0, 1). Die
α-Tocopherol-Menge der Dc-Haarwurzeln war statistisch zu keiner der beiden anderen
Gruppen signiﬁkant erhöht.
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Tabelle 5.8: Absoluter (in ng/g, aufrecht gesetzt) und relativer α-Tocopherol-Gehalt (kursiv gesetzt)
aller Haarwurzellinien unter verschiedenen Kultivierungsbedingungen. Die relativen Werte sind auf
Dunkelkultivierung auf MS|3|0,6 normiert. (*) markiert die Bedingungen, bei denen die transgenen
Haarwurzellinien einen statistisch signiﬁkant erhöhten Wert gegenüber den WT-Linien aufwiesen
(p < 0, 05).
Linie
3 % Sucrose 0,5 % Sucrose 1μM 6-BAP
dunkel Licht dunkel Licht dunkel Licht
* * * *
HaHR0.5 136 1 0 0 56 0,41 297 2,19 454 3,35 0 0,00
HaHR0.8 163 1 40 0,25 147 0,90 184 1,13 316 1,95 1409 8,67
HaHR0.10 150 1 35 0,23 301 2,00 119 0,79 26 0,17 0 0,00
HaHR1.1-1 222 1 157 0,71 671 3,02 191 0,86 562 2,53 408 1,84
HaHR1.1-2 72 1 158 2,20 192 2,68 388 5,41 354 4,95 132 1,84
HaHR2.1-2 103 1 127 1,23 202 1,96 431 4,17 1388 13,42 45 0,44
HaHR2.1-4 102 1 111 1,09 387 3,80 39 0,38 263 2,58 0 0,00
HaHR3-2 224 1 105 0,47 446 1,99 491 2,20 596 2,67 1374 6,14
HaHR4-1 187 1 39 0,21 498 2,66 34 0,18 0 0,00 651 3,48
HaHR4-2 205 1 34 0,16 320 1,56 121 0,59 620 3,02 423 2,06
Tabelle 5.9: Maximaler absoluter in ng/g und relativer α-Tocopherol-Gehalt über alle Linien und
Bedingungen. Der größte Gehalt trat bei HaHR0.8 auf, unter den transgenen Linien bei HaHR2.1-2. Der
Zusatz von 6-BAP scheint den maximalen α-Tocopherol-Gehalt verursacht zu haben, die Beleuchtung
schien hingegen keinen Einﬂuss zu haben.
Linie absoluter Gehalt relativer Gehalt Bedingung Beleuchtung
HaHR0.5 454 3,35 6-BAP dunkel
HaHR0.8 1409 8,67 6-BAP Schwachlicht
HaHR0.10 301 2,00 redC dunkel
HaHR1.1-1 671 3,02 redC dunkel
HaHR1.1-2 388 5,41 redC Schwachlicht
HaHR2.1-2 1388 3,42 6-BAP dunkel
HaHR2.1-4 387 3,80 redC dunkel
HaHR3-2 1374 6,14 6-BAP Schwachlicht
HaHR4-1 651 3,48 6-BAP Schwachlicht
HaHR4-2 620 3,02 6-BAP dunkel
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Vor allem die Überexpression der Gene VTE1 und VTE2 brachte eine hohe Produktivi-
tät hervor (im Mittel etwa 650ng). Die Überexpression von VTE3 oder VTE4 führte nur
etwa zu der Hälfte dieses Werts. Die Unterschiede der α-Tocopherol-Menge zwischen
diesen beiden Populationen sind nur knapp nicht-signiﬁkant (p ≈ 0, 061).
Unter Normalbedingungen und ohne Beleuchtung trat bei HaHR1.1-1 mit 814ng/g
die größte α-Tocopherol-Menge auf, die zweitgrößte mit 772ng/g bei HaHR2.1-2 unter
Zusatz von 6-BAP ohne Beleuchtung. Die maximale Produktivität der einzelnen Linien
war zwar auf mehrere Kultivierungsbedingungen verteilt, sie trat jedoch fast nur ohne
Beleuchtung auf (Ausnahme war HaHR1.1-2). Gemeinsam mit der erhöhten relativen
Biomasse der transgenen im Vergleich zu den WT-Haarwurzeln bei Beleuchtung (siehe
Abschnitt 5.5.1 auf Seite 163) könnte dies ein Hinweis auf eine starke Zerstrahlung von
α-Tocopherol infolge des fotooxidativen Stresses sein.
5.5.4 Elizitierung durch abiotischen Stress
5
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Abbildung 5.3: α-Tocopherol-Gehalt
(μg/g Frischgewicht) in Arabidopsis
unter verschiedenen Stressbedingun-
gen. Die Pﬂanzen waren 27 Tage alt
und wurden im Anschluss für 5 Tage
folgenden Bedingungen ausgesetzt:
850μmolm−2 s−1 (Hochlicht), 35 ◦C
(Hitze) und 4 ◦C (Kälte). Daten aus
Bergmüller et al. (2003).
Vergleicht man die einzelnen Sonnenblumen-Haar-
wurzeln untereinander und unter verschiedenen
Bedingungen (3% Sucrose, 0,5% Sucrose und 3%
Sucrose und 1μm 6-BAP), erkennt man, dass es
kein einheitliches Muster bei der Steigerung des
α-Tocopherol-Gehalts gab (siehe Tabelle 5.8 auf
der vorherigen Seite): Zwar war der α-Tocophe-
rol-Gehalt der transgenen Haarwurzellinien unter
vielen Bedingungen höher als der der WT-Linien,
der höchste α-Tocopherol-Gehalt wurde jedoch bei
Zusatz von 1μm 6-BAP erreicht, jener Bedingung,
für die keine signiﬁkanten Unterschiede im α-To-
copherol-Gehalt der transgenen und WT-Linien
gezeigt werden konnte.
Der Zusatz von 1μm 6-BAP zum Kultivierungs-
medium verursachte unabhängig von der Be-
leuchtung insgesamt die größte Gehaltssteige-
rung von α-Tocopherol, (vgl. HaHR0.5, HaHR1.1-1,
HaHR3-2 und HaHR4-2, bei denen Belichtung un-
terschiedliche Effekte verursacht). Die Einschrän-
kung des Kohlenstoffgehalts führte in der Regel
ebenso zur Gehaltssteigerung von α-Tocopherol
(jedoch nicht bei HaHR0.5, HaHR0.8, HaHR2.1-2 und HaHR2.1-4), aber auch hier
167
5 Diskussion
Tabelle 5.10: Produzierte Tocopherol-Menge (in ng) nach etwa 3Wochen Kultivierung auf MS|3|0,6
unter unterschiedlichen Bedingungen. Die jeweils größte α-Tocopherol-Menge ist fett gesetzt, HaHR1.1-1
produzierte bei normaler Kohlenstoffquelle und Schwachlicht die größte Menge α-Tocopherol, gefolgt
von HaHR2.1-2 bei Zusatz von 6-BAP ohne Beleuchtung. Die Daten für die Dc-Haarwurzeln stammen
aus Dörr (2015). (*) markiert die Bedingungen, bei denen die transgenen Haarwurzellinien einen
statistisch signiﬁkant erhöhten Wert gegenüber den WT-Linien aufwiesen (p < 0, 05).
Linie
3% Sucrose 0,5% Sucrose 1μM 6-BAP
dunkel Schwachlicht dunkel Schwachlicht dunkel Schwachlicht
* * * * *
HaHR0.5 76 0 6 15 68 0
HaHR0.8 258 12 78 35 32 37
HaHR0.10 32 4 48 3 0 0
HaHR1.1-1 814 65 375 107 376 33
HaHR1.1-2 208 481 179 302 309 9
HaHR2.1-2 389 636 107 420 772 12
HaHR2.1-4 400 311 526 11 169 0
HaHR3-2 443 294 376 194 320 162
HaHR4-1 176 17 58 0 0 23
HaHR4-2 431 3 80 1 38 16
DcHR (lL) 232 155 449 581
DcHR (LL) 433 586 296 223
unabhängig von zusätzlicher Belichtung (vgl. HaHR0.10, HaHR2.1-2, HaHR3-2). In
Tabelle 5.9 auf Seite 166 ist zu erkennen, dass die Gehaltssteigerung durch reduzierten
Kohlenstoff auf bis das Fünffache gelingt (HaHR1.1-2), durch Inkubation mit 1μm
6-BAP auf mehr als das 13-fache (HaHR2.1-2). Die Supplementation mit einem Pﬂan-
zenhormon wie 6-BAP ist jedoch eher teuer und kommt für eine Produktion in einem
Bioreaktor daher eher nicht in Frage.
Untersucht man die produzierte α-Tocopherol-Menge, so stellt man fest, dass die größte
Erhöhung bei Kultur unter Normalbedingungen und ohne Beleuchtung gelang (814ng
bei HaHR1.1-1), die zweitgrößte bei Zusatz von 6-BAP ebenfalls ohne Beleuchtung
bei HaHR2.1-2 (772ng). Das zeigte, dass sich diese Veränderungen des α-Tocopherol-
Gehalts und der -Menge nicht nur auf unterschiedliche Physiologien durch Transgene
zurückführen ließen, sondern auch die Physiologie der einzelnen Wurzellinien in
Kombination mit abiotischen Faktoren eine große Rolle spielte. Die Messungen des
α-Tocopherol-Gehalt waren außerdem sehr fehlerbehaftet, weil Fehler aus der zum Teil
schwierigen Präparation und den Wartungsintervallen des GC-MS resultierten. Die
Kalibiermessungen und der zusatz des internen Standards δ-Tocopherol sollten diese
Fehler verringern.
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Der Tocopherolgehalt von Pﬂanzen kann durch verschiedene Arten von Stress, vor
allem abiotischen, gesteigert werden. Bergmüller et al. (2003) haben dazu bei 27 Tage
alten Arabidopsis die Bedingungen Hochlicht (850μmolm−2 s−1), 35 ◦C (Hitze) und
4 ◦C (Kälte) appliziert und zum Teil erhebliche Steigerungen des Tocopherolgehalts
beobachtet (siehe Abbildung 5.3 auf Seite 167).
Insbesondere Hochlicht- und Hitzestress bewirkten eine Verdrei- oder Verfünffachung
des Gesamt-Tocopherolgehalts, Kältestress immerhin noch eine Verdoppelung. Als
etwa dieselben Bedingungen auf die hier erzeugten Haarwurzeln angewandt wurden,
zeigte sich ein anderes Bild:
Die transgenen Haarwurzellinien wuchsen zwar bei Normalbedingungen unter Be-
leuchtung signiﬁkant besser als die WT-Linien, dies galt aber nicht für die Beleuchtung
unter anderen Medienzusätzen (siehe Tabelle 5.7 auf Seite 163). Generell waren die
Tocopherolgehalte unter Beleuchtung nicht erhöht (siehe Tabelle 5.8 auf Seite 166.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass ein erheblicher Unterschied besteht, ob grüne
oder farblose Pﬂanzenorgane wie Wurzeln betrachtet werden. Grüne Teile lassen sich
durch Beleuchtung stressen, die letztgenannten sind vermutlich jedoch bereits im
unbeleuchteten Zustand an ihrer Leistungsgrenze. Dies wird durch die durchgängig
hohen Wachstumseinbußen unter Beleuchtung untermauert (siehe Tabelle 4.11 auf
Seite 125). Kilian et al. (2007) berichten zudem, dass alle Gene der Tocopherol-Synthese
in der Wurzel von Arabidopsis eine nur gering ausgeprägte Expression zeigten, die
sich auch unter vielen Stressoren, wie Licht, oxidativem Stress, chemisch induziertem
oder Temperaturextremen, kaum veränderte.
Grüne Systeme können aufgrund des Fotosyntheseapparats und den vielfältigen
Regulationssystemen im Chloroplasten die Tocopherol-Synthesekapazität erhöhen,
wie die Untersuchungen von vielen Gruppen zeigen (u. a. Kanwischer et al., 2005;
Porﬁrova et al., 2002). Dabei stoßen diese Systeme dann aber an die Grenzen der
Enzymleistungsfähigkeit, sodass sich die Zusammensetzung der Tocopherole ändert:
In zunehmendem Maß tritt anteilig mehr γ-Tocopherol auf, weil in Arabidopsis die
γ-TMT unter Stressbedingungen limitierend wirkt (Bergmüller et al., 2003). Das sollte
bei Sonnenblume nicht der Fall sein, wie in Abbildung 4.57 auf Seite 139 zu erkennen
ist.
5.5.5 Vergleichende Untersuchungen an Daucus carota-Haarwurzeln
Um zu überprüfen, ob eine andere Pﬂanzenart höhere α-Tocopherol-Menge ergibt
als Helianthus annuus, wurden Haarwurzeln aus Karotte (Daucus carota, Dc) erzeugt
(Dörr, 2015). Die These für dieses Experiment lautete, dass einerseits Tocopherole nicht
nur in Chloroplasten, sondern auch in Chromo- und Leukoplasten gefunden würden
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(Fryer, 1992; Kruk und Strzalka, 1995; Lichtenthaler et al., 1981), und andererseits
die große Menge Chromoplasten in Karotte einer Umwandlung in Chloroplasten
zuträglich sein würde, anders als die vermuteten Amyloplasten oder Proplastiden in
den Sonnenblumen-Haarwurzeln.
Die Umwandlung von Chromoplasten zu Chloroplasten war bei Haarwurzeln von
Karotte (Daucus carota, Dc) mittels einfacher Belichtung möglich. Die auf dieselbe
Art wie in der vorliegenden Arbeit erzeugten Haarwurzeln waren leicht orange und
wurden bei Beleuchtung grün. Im lichtmikroskopischen Bild wurden Chloroplasten
nachgewiesen. Sie wuchsen gut auf MS|3 (vgl. Tabelle 5.11). Die Dc-Haarwurzeln
produzierten bei Zusatz von nur 0,5% Sucrose und nur unter Beleuchtung signiﬁkant
mehr Biomasse als bei 3% (p ≈ 0, 0325). Das steht im Gegensatz zum Wachstum
der Sonnenblumen-Haarwurzeln, die bei 3% Sucrose als Kohlenstoffquelle deutlich
besser wuchsen (p < 0, 01, siehe Tabelle 4.11 auf Seite 125). Auf Sucrose-freiem
Medium wuchsen jedoch beide Haarwurzellinien nicht an (Daten für Sonnenblume
nicht gezeigt). Die Dc-Haarwurzeln wurden im Gegensatz zu denen von Ha unter
Lichtinkubation schwach grün, der Grad des Ergrünens bei Dc-Haarwurzeln war
ebenfalls bei reduzierter Kohlenstoffquelle am größten (siehe Abbildung 5.4 auf der
nächsten Seite).
Der α-Tocopherol-Gehalt der Dc-Haarwurzeln war etwa zehmal so groß wie der der
Ha-Haarwurzeln (siehe Tabelle 5.11 und Dörr, 2015). Die α-Tocopherol-Gehalte waren
wie bei Sonnenblumen-Haarwurzeln unabhängig von einer Beleuchtung, obwohl
sie bei beiden Arten im Vergleich zu einer Dunkelinkubation auf etwa die Hälfte
sanken. Beide Ergebnisse widersprachen Caretto et al. (2010), die berichten, dass
der Tocopherolgehalt unter Beleuchtung erhöht war. Der hohe fotooxidative Stress
könnte die Tocopherole verbrauchen oder zerstrahlen. Dörr (2015) schreibt auch, dass
der erwartete hohe Carotinoid-Gehalt in den Dc-Haarwurzeln nicht bestätigt werden
konnte und deshalb der fotooxidative Stress ungleich höher als in vergleichbarem,
grünen Gewebe sein könnte, weil die Carotioide als Schutzpigmente fehlen.
Tabelle 5.11: Feuchtgewicht (mg) und α-Tocopherol-Gehalt (ng/mg, fett) von Dc-Haarwurzeln nach vier
Wochen unter verschiedenen Bedingungen (aus Dörr (2015)). Bei 0 % Sucrose sind die Dc-Haarwurzeln
nicht angewachsen, bei 0,5 % Sucrose wuchsen sie am schnellsten und hatten außerdem einen höheren
α-Tocopherol-Gehalt als bei 3 % Sucrose.
50 μmolm−2 s−1 50 + 200 μmolm−2 s−1 HaHR BrHR
Sucrose 0% 0,5% 3% 0% 0,5% 3% 3% 3%
dunkel 15 134 3,35 120 1,93 19 93 4,66 130 2,28 0,1 0
hell 14 377 1,54 148 1,05 20 431 1,36 142 1,57 – –
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0 % 0,5 % 3 %
dunkel
hell
Abbildung 5.4: Karotten-Haarwurzeln nach vier Wochen Inkubation bei 50μmolm−2 s−1 auf MS-
Medium mit zugesetzten 0, 0,5 oder 3% Sucrose. Entsprechend dunkel inkubierte Haarwurzeln dienten
als Referenz (aus Dörr (2015), Bildunterschrift angepasst).
Nicht dargestellt sind die innerhalb von vier Wochen produzierten Mengen α-Tocophe-
rol: Bei Beleuchtung mit starkem oder schwachem Licht und bei geringer Kohlenstoff-
zufuhr waren die α-Tocopherol-Menge gegenüber Beleuchtung oder Normalmedium
um den Faktor 1–2 erhöht. Die Sonnenblumen-Haarwurzeln zeigten keinen signiﬁ-
kanten Effekt auf die α-Tocopherol-Menge, außer wenn 6-BAP zugesetzt und nicht
beleuchtet wurde. Die Dc-Haarwurzeln produzierten in einem gleich lange Zeitraum
zwischen 155 und 586ng α-Tocopherol. Bei Sonnenblumen-Haarwurzeln lagen diese
Werte zwischen 48 und 814ng α-Tocopherol. Die Werte unterschieden sich also kaum,
außer dass die α-Tocopherol-Menge der Sonnenblumen-Haarwurzeln eine enorme
Schwankung aufwiesen. Die transgenen Sonnenblumen-Haarwurzeln wiesen die hö-
here Produktivität im Vergleich zu den WT-Linien auf, nur so konnten sie etwa gleiche
Mengen α-Tocopherol wie die Dc-Haarwurzeln produzieren (siehe Tabelle 5.10 auf
Seite 168.
Wenn Tocopherol-Mangel (aus dem sxd/vte1-Phänotyp) für Sucroseanreicherung sorgt
(Provencher et al., 2001), dann könnte umgekehrt die Wirkung von zu hohem Zucker-
gehalt in den Zellen durch die Kultivierung auf MS-Medium mit 3 % Sucrose zu einer
Repression des Tocopherol-Stoffwechsels führen (siehe Abschnitt 2.5.3 auf Seite 19).
Dann müsste sukzessive Verringerung der Zuckerkonzentration, zumindest im Kultur-
medium, zu erhöhtem Tocopherolgehalt führen. Das zeigte sich knapp nicht-signiﬁkant
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in Dc-Haarwurzeln (p ≈ 0, 07), war jedoch in Sonnenblumen-Haarwurzeln nicht der
Fall. Die Erklärung könnte in der Speicherfunktion der Karottenwurzel liegen: Sie
speichert Zucker als Energieträger. Sinkt der Gehalt, ist also die Energie aufgebraucht,
dann muss diese aus Fotosynthese gewonnen werden, weswegen die Wurzel einen
Übergang zu einem grünen Zustand betreibt, für den sie die zahlreich vorhandenen
Chromoplasten umwandelt.
5.5.6 Umwandlung von Leuko- zu Chloroplasten in Haarwurzeln
Da in den Sonnenblumen-Haarwurzeln keine erkennbaren Chloroplasten existierten
(vgl. Abschnitt 4.5 auf Seite 107), wurde versucht, diese durch Umwandlung aus
anderen Plastiden zu erzeugen. Obwohl dazu ähnliche Ansätze wie Flores et al. (1993),
denen es gelang, viele Asteraceae-Haarwurzeln zum Ergrünen zu bringen, verfolgt wur-
den, gelang es nicht, die Haarwurzellinien so zu behandeln, dass sie ergrünten. Wie bei
Flores et al. (1993) wurde zunächst MS|3 bei 23–26 ◦C genutzt und die CO2-Konzen-
tration war bei Atmosphärenniveau. Weder eine Zwangsbegasung mit CO2, noch eine
Subkultivierung von auf Festmedium und in geringem Licht (44μmolm−2 s−1) vorinku-
bierten Haarwurzeln in Flüssigmedium mit mehr Licht brachte die Haarwurzellinien
zum Ergrünen. Stattdessen starben die Wurzeln unter Schwach- oder Hochlichtbe-
dingungen (172μmolm−2 s−1) ab, oder trugen mindestens schwere Wachstumsdefekte
davon (siehe Abschnitt 4.8.3 auf Seite 124). Auch weder der Zusatz von 6-BAP wie
bei Kobayashi et al. (2012) noch die Verringerung der Sucrosekozentration auf 0,5–0%
(siehe Dörr 2015, Seite 76) führte zum Erfolg.
Wie Geipel et al. (2014) gezeigt haben, ist eine Tocopherol-Produktion in fotomixotro-
phem Sonnenblumen-Kallus möglich. Dieser ist jedoch im Gegensatz zu Haarwurzeln
undifferenziert und möglicherweise nur deshalb fähig, zu ergrünen. Beide Kulturen,
Kallus und die in dieser Arbeit erzeugten Haarwurzeln, stammten aus dem Spross. Der
Kallus wurde permanent mittels einer Hormonmischung (jeweils 0,5mg/l NAA und
6-BAP) in dem Stadium der Undifferenziertheit gehalten. Diese Undifferenziertheit
schien aber nicht für dessen Chloroplasten zu gelten, sodass der Proteinimport und
die natürliche Tocopherol-Biosynthese funktionieren könnten, wenn der Kallus wie die
Haarwurzeln iin dieser Arbeit gentechnisch verändert würde.
Die Zugabe von 6-BAP zu den Haarwurzeln hat sowohl zu einem Anstieg des Toco-
pherolgehalt, aber auch zu dem typisch langgestreckten, weniger verzweigten Wuchs
geführt, der zu erwarten war. Der Verzweigungsgrad und die Biomasseproduktion ei-
ner Haarwurzellinie ist aber für einen biotechnologischen Produktionsprozess wichtig.
Exponierte man die Haarwurzeln deshalb in Auxinen, um eine gezielte Entwicklung
der Seitenwurzeln zu fördern, und wären die Kinetin-Spiegel gering, so würde sich
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die Wurzelanatomie zu einer Einzelzellsuspension auﬂösen Rhodes et al. (1994). Der
Zusatz von Hormonen sollte durch die Wahl der Haarwurzeln als Modell vermie-
den werden, außerdem muss an anderer Stelle geklärt werden, ob diese Form der
Kultivierung in einem Reaktor kostengünstig wäre.
5.5.7 Alternative Strategien zur erfolgreichen Tocopherol-Synthese
Die Transitpeptide von Sonnenblume und Arabidopsis unterscheiden sich recht stark,
sodass gemutmaßt werden kann, dass nicht nur zwischen den Artgrenzen keine
Kompatibilität besteht (siehe Abbildung ?? auf Seite ??), sondern außerdem unter-
schiedlichen Plastidentypen (z. B. Amyloplasten in Wurzeln und Chloroplasten in
den Blättern) unterschiedliche Importsequenzen zugeordnet sind. Daher könnte es
sein, dass die At-Proteine nicht korrekt in die Sonnenblumen-Chloroplasten importiert
werden. Da alle Proteine der Tocopherol-Synthese im Chloroplasten lokalisiert sind
(siehe Vorhersagen TargetP, außerdem u. a. Soll et al., 1980), kann der Umstand, dass
Plastiden in einer Wurzel, die nicht grün ist, die Proteine nicht importieren, Ursache
für die geringe Tocopherol-Produktion sein.
Eine Maßnahme der Abhilfe könnte der Austausch der Transitpeptide der eingebrach-
ten Proteine sein: Die Transitpeptide der At-Proteine werden durch die Transitpeptide
der Sonnenblumen-Proteine ausgetauscht. Das wird zwar durch die noch unzureichen-
de Kenntnis des Proteoms der Sonnenblume erschwert, eine erste Näherung könnte
jedoch die Verwendung der Transitpeptide der zu At homologen Sonnenblumen-Pro-
teine sein. Die Vorhersage dieser Transitpeptide durch TargetP gelingt jedoch noch
nicht vertrauenerweckend (siehe Abbildung ?? auf Seite ??).
Eine bessere Kontrolle für die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente und die
unterschiedlichen Eigenschaften einer WT-Wurzel, einer WT- und einer transgenen
Haarwurzellinie wäre eine gezielt weiterveränderte ausgewählte WT-Haarwurzel.
Diese könnte mittels A. tumefaciens GV3103::pMP90 erzeugt werden. Dieses Agrobak-
terium erzeugt per se keine Haarwurzeln, kann aber T-DNA übertragen (Koncz und
Schell, 1986). Der Perizykel in der Wurzel ist für eine solche Transformation suszeptibel
(Sangwan et al., 1992). Auf diese Art könnten auch Mehrfachmutanten, die jeweils
von einer bestimmten transgenen Vorgänger-Haarwurzel abstammen, erzeugt werden.
Mehrfachmutanten sind überdies in der Regel sehr günstig für die Anreicherung eines
Metaboliten (DellaPenna, 2005a; Farré et al., 2014; Lu et al., 2013), weil auf diese Art
metabolische Engpässe vermieden werden können.
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5.6 Entstehung von Chimären
Bei einer Transformation, also der Überführung von Erbmaterial in eine Gruppe oder
Suspension von Zellen, stirbt ein Teil dieser Zellen. Wird das Transgen an einem Ort
ins Genom integriert, der wichtige Gene abschaltet, fehlreguliert oder gar unbrauchbar
macht, so überlebt die einzelne Zelle nicht. Von den überlebenden Zellen wird nicht
jede einzelne transgen sein. Deswegen werden Selektionsmarker mittransformiert, zum
Beispiel Antibiotika-Resistenzen. Die Positivselektion auf diese Antibiotika sorgt dafür,
dass nur Zellen, die diese Resistenz und das genetisch nah liegende Transgen tragen,
überleben. Diese Annahme gilt jedoch nur in stark verdünnten Pﬂanzenzellsuspensio-
nen. Wenn Zellen nah beieinander liegen, weil sie Aggregate oder natürliche Verbände
bilden, kann die Selektionssubstanz mitunter nicht bis zu jeder Zelle in ausreichendem
Maße diffundieren. Bei Organverbänden wie Wurzeln, bei denen zum Teil symplasti-
scher Transport erzwungen wird (im Perizykel), muss diese Substanz membrangängig
sein oder aktiv aufgenommen werden, damit sie zu jedem Wirkungsort gelangt. Um
diesen Prozess besser abzusichern, kann eine Inkubation in der Selektionssubstanz
verlängert werden, bis statistisch jeder Punkt im Volumen durch Diffusion oder andere
Transportprozesse erreicht wurde.
Dies ist aber nur möglich, wenn die Selektionssubstanz nicht verbraucht wird. Bei
kompetetiven oder allosterischen Enzymhemmern kann jedes Molekül der Selekti-
onssubstanz in der Regel maximal ein Zielmolekül abschalten oder dessen Wirkung
verhindern. Durch Erhöhung der Konzentration des Selektionssubstrats kann diesem
Effekt entgegengewirkt werden. Wird dieses jedoch sogar abgebaut oder entgiftet,
wie zum Beispiel Hygromycin B durch eine Aminocyclitol-Phospho-Transferase (hpt)
(Rao et al., 1983), dann können ausreichend viele benachbarte, resistente Zellen die
Konzentration dieser Substanz unter eine kritische Konzentration verringern.
Das mögliche Resultat sind Zellen in einem Organverband oder einer hochkonzentrier-
ten Zellsuspension, die nicht resistent sind, aber dennoch überleben. Diese Mischkultu-
ren oder -verbände werden als Chimären bezeichnet, denn sie bestehen aus zweierlei
Zellen. Sehr hohe, ständig neu eingestellte Selektionskonzentration und lange genug
andauernde Selektion in sehr verdünnten Suspensionen oder mit nur geringem Zell-
oder Organbesatz (kleine, verteilte, „zarte“ Wurzelstücke) kann helfen, dieses Phä-
nomen zu vermeiden und wurde im Rahmen dieser Arbeit konsequent angewandt.
Die Hygromycin-B-Konzentration war mit 250μg/ml nach etwa einem Jahr deutlich
höher als die der ersten Selektion mit nur 50μg/ml, die sich aus dem Vortest ergab
(siehe Abschnitte (siehe Abschnitte 4.3.5.1 auf Seite 103 und 4.3.4.1 auf Seite 96). Ob
Chimären damit jedoch wirkungsvoll verhindert wurden, ließ sich nicht mit Sicherheit
beweisen, denn der Organverband als Ganzes wuchs zwar nicht weiter, aber unter
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Nachlassen des Selektionsdruckes könnten nicht-resistente Zellen reembryonalisiert
und nicht-resistente Seitenwurzeln hervorgebracht haben. Ein Nachweis mittels PCR
führt zu keiner stichhaltigen Aussage, da nicht unterschieden werden kann, woher die
Gensequenz für ein beobachtetes Ampliﬁkat stammt. Stattdessen könnten Einzelzell-
PCR oder -Hybridisierungen mittels einer Sonde oder speziﬁsche Anfärbung mit einem
Reportergen eingesetzt werden. Letzteres hat Dörr (2015) in seiner Arbeit durchgeführt
und Chimären-ähnliche Phänotypen gefunden. Diese könnten jedoch ebenso aufgrund
von verbliebenen Agrobakterien in den Organen oder nur geringer Expression des
Reportergens in expressionarmen Zellen (z. B. in der Elongationszone) verursacht
worden sein.
Chimären können in transgenen Zell- und Organkulturen kaum beherrscht werden;
ständige Vereinzelung, Verdünnung und Subkultivierung unter hohem Selektionsdruck
sind potente Gegenmittel, die aber insbesondere im Hinblick auf eine Produktion von
Lebens- und Nahrungsergänzungsmitteln oder Kosmetikprodukten in großem Maßstab
nicht immer sinnvoll oder kostengünstig ist.
5.7 Abschließende Betrachtungen
Mit α-Tocopherol einen Lichtstress-induzierten Metaboliten, der zudem noch eher in
der öligen Umgebung eines Samens angereichert vorkommt, gerade in einem Wurzel-
system produzieren zu wollen, war eine immense Herausforderung, die schließlich zu
meistern nicht gelungen ist.
Obgleich einige Nahrungsmittel Wurzeln sind und daher viel Biomasse aufbauen (z. B.
Karotten, Schwarzwurzeln, Rettich, Pastinake), ist eine Biomasseerzeugnung mittels
Haarwurzeln zwar möglich, aber zur bloßen Nutzung als Nahrungsmittel oder zur
Energiegewinnung nicht empfehlenswert. Die in dieser Arbeit erzeugten Haarwurzeln
waren in Optik, Ausbeute und kresseartigen Geschmack nicht als Nahrungsmittel zu
verwenden. Die Anwendung als pﬂanzliches System zur Erzeugung von wertvollen
Inhaltsstoffen ist hingegen möglich, auch im Hinblick auf ihre genetische Veränderbar-
keit (Ono und Tian, 2011). Die im Rahmen dieser Arbeit erzeugten Haarwurzellinien
wurden zum Teil mehrere Jahre alt und haben keine Einbußen oder Auffälligkeiten
bezüglich ihres Wachstums gezeigt. In einer Linie konnte die Expression des Transgens
nachgewiesen werden, jedoch sind keine gebildete Proteine festgestellt worden.
Für die Produktion von wertvollen Metaboliten in einem biotechnologischen Verfahren
sind zwei entscheidende Parameter der eingesetzten Zell- oder Organkultur zu betrach-
ten: Die Ausbeute pro Biomasseeinheit und die Biomasseproduktion. Generell wird die
Produktion von Sekundärmetabolite als nicht biomassegekoppelt aufgefasst, weil sie in
der Regel erst mit Erreichen einer stabilen, nicht weiter wachsenden Populationsgröße
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produziert werden (Malik, 1980). Die Produktion von Biomasse in einer gewissen Zeit
ist daher weniger wichtig, solange die Biomasse für eine ergiebige Produktion konstant
hoch ist.
Furuya et al. (1987) haben die Tocopherol-Produktion in Färberdistel (Carthamus tinc-
torius, Asteraceae) gezeigt und plädieren eher für eine Einstufung als Sekundär- denn
als Primärmetaboliten. Der Autor hält die α-Tocopherol-Produktion jedoch für biomas-
segekoppelt, da der Metabolit neben Samen vor allem in Chloroplasten und einigen
anderen Plastiden vorkommt. Diese machen in jeder grünen Zelle einen festen Anteil
aus und stellen diesen nach einer Zellteilung wieder her (Waters und Pyke, 2005). Die
Tocopherole müssen daher in einer Pﬂanze, nimmt man die Samen aus, als biomas-
segekoppelte Metaboliten betrachtet werden, deren Fehlen jedoch nicht zum Tod des
Organismus führt (Porﬁrova et al., 2002).
Booth und Hobson-Frohock (1961) zeigten, dass Tocopherole in schnellwachsenden
Geweben geringer konzentriert sind (7ppm) als in stabilen Geweben, immergrünen
Pﬂanzen oder langsam-wachsenden Blättern (450ppm). Dieser Befund konnte in der
vorliegenden Arbeit bestätigt werden: Die α-Tocopherol-Gehalte waren bei Zusatz von
1μm 6-BAP und reduzierter Kohlenstoffquelle, erhöht, wohingegen die Biomassepro-
duktion deutlich verringert war (siehe Tabelle 4.11 auf Seite 125). Im Gegenteil war die
Biomasseproduktion bei den transgenen im Vergleich zu den WT-Haarwurzeln unter
Beleuchtung sogar etwas erhöht, dafür der α-Tocopherol-Gehalt geringer. Die α-Toco-
pherol-Menge war unter den transgenen Haarwurzeln erhöht, der höchste Wert, 814ng
in drei Wochen, wurde jedoch bei Normalinkubation ohne Beleuchtung bestimmt. Ob-
wohl der zweithöchste Wert bei Zusatz von 6-BAP ohne Beleuchtung auftrat, war die
Normalinkubation in der Regel die ergiebigste Bedingung. Die α-Tocopherol-Menge im
Modell dieser Arbeit hängt vor allem von der Biomasseproduktion ab. Daher sollte die
Besatzdichte optimiert und die Kultivierung in einem Flüssigmedium durchgeführt
werden. Beide Umstände haben großes Potenzial, die α-Tocopherol-Menge zu erhöhen
(siehe Abbildung 4.37 auf Seite 122).
In dieser Arbeit wurde der Zusatz von Ausgangsstoffen für die Tocopherol-Synthese
nicht untersucht, weil dies in der Regel zu teuer für eine Produktion im Großmaßstanb
ist. Furuya et al. (1987) hatten nach Zusatz von Phytol in Färberdistel einen auf das
etwa 18-fache erhöhten α-Tocopherol-Gehalt von 28,8μg/g gemessen. 25 Der in dieser
Arbeit erzielte α-Tocopherol-Gehalt lag bei 1,4μg/g, etwa einem Zwanzigstel dieses
Wertes und damit auf dem Ausgangsniveau von Färberdistel. Die Zugabe von Phytol
oder anderen beteiligten Substanzen wie HGA oder SAM könnte daher zu einer
weiteren Gehaltssteigerung von α-Tocopherol führen.
25Die Messung beruhte auf 100g Trockengewicht. Dies wurde zu 1000g Frischgewicht umgerechnet.
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Würden in den hier erzeugten transgenen Haarwurzeln die Tocopherol-Syntheseen-
zyme produziert, liefe die Tocopherol-Synthese nur bis zum ersten geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt. Die Diskussionen über diesen werden seit etwa zehn Jahren
widersprüchlich geführt: Während Kanwischer et al. (2005) meinen, dass Tocopherol-
Zyklase der Flaschenhals sein muss, sind die Gruppen hinter Collakova und DellaPen-
na (2003a) und Lu et al. (2013) überzeugt, dass die Homogentisat-Phytyltransferase
dafür verantwortlich ist. Wieder andere sehen bereits bei der 4-Hydroxyphenylpyruvat-
Dioxygenase (HPPD) eine Beschränkung der Tocopherol-Synthese (Tsegaye et al., 2002):
Die Überexpression des HPPD-Gens erhöht die Gesamtheit aller Tocochromanole
(Farré et al., 2014). Die Diskussion ist derart im Fluss, dass diese Gruppe zwei Jahre
zuvor festgestellt hat, dass HPPD nicht geschwindigkeitsbestimmend ist, weil die
Gesamtmengen der Tocochromanole nicht steigen (Farré et al., 2012). Unbestritten ist,
dass die natürliche Menge γ-TMT bei Arabidopsis unter Stressbedingungen nicht in
der Lage ist, jedes Molekül γ- zu α-Tocopherol umzuwandeln.
Um diese Diskussion aufzulösen, sind vermutlich solche Ansätze im Vorteil, die meh-
rere Gene gleichzeitig in ein Modellsystem einschleusen und dort exprimieren lassen
(DellaPenna, 2005a; Lu et al., 2013). Die Frage, ob Chloroplasten für die Tocopherol-
Synthese wirklich benötigt werden, könnte durch diese Experimente ebenfalls geklärt
werden, weil die Synthese nicht mehr auf die in diesem Gewebe natürlich exprimierten
Gene angewiesen ist, sondern alle benötigten Enzyme transgen exprimiert werden.
Die Regeneration von Pﬂanzen aus transgenen Haarwurzeln ist bei einigen Arten
möglich, bei Sonnenblume jedoch sehr schwierig (siehe das Eingangszitat von Laparra
et al., 1995 auf Seite 3). Für die Arbeit mit solchen Pﬂanzen müssten die gentech-
nischen Sicherheitsmaßnahmen erhöht werden, weil Pollen oder Samen frei werden
und sich ausbreiten könnten. Die Kultivierung von Ganzpﬂanzen einer Größe von
Sonnenblumen, wenngleich sie in Magenta-Gefäßen nur etwa handgroß werden, wenn
sie blühen, ist nicht aussichtsreich. Die Experimente damit wären sinnvoll, denn die
Frage, ob die in dieser Arbeit angewandte Strategie in grünen Geweben bei dieser
Pﬂanzenart funktioniert und den Tocopherolgehalt erhöht, weil Chloroplasten zur
Verfügung stehen, könnte so beantwortet werden.
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6 Zusammenfassung
„Der denkende Mensch ändert seine Meinung.“
– Friedrich Nietzsche.
Um wertvolle Metaboliten biotechnologisch herzustellen, sollte ein auf Haarwurzeln
basierendes pﬂanzliches Produktionssystem etabliert werden. Als Beispielsubstanz
wurde α-Tocopherol gewählt, als Modellpﬂanze die Sonnenblume, weil es schon
Vorarbeiten dazu gab. Die Gene zur Tocopherol-Synthese sollten aus Arabidopsis
stammen, weil dafür Gensequenzen verfügbar waren. Wichtig war die Maßgabe, dass
dieses System ohne grüne Teile auskommen sollte, da die efﬁziente Belichtung in der
Biotechnologie immer noch herausfordernd ist.
Dazu wurde mRNA der Tocopherol-Synthesegene aus Arabidopsis-Pﬂanzen isoliert,
die cDNA erzeugt und die Gene einzeln mittels eines Klonierungssystems zunächst in
Agrobakterien und danach in die Sonnenblumen transfomiert. Die so erzeugten Haar-
wurzeln wurden selektiert, optisch eingeschätzt und ihre gDNA molekularbiologisch
überprüft. Es ist gelungen, stabil wachsende Sonnenblumen-Haarwurzeln zu erzeu-
gen, die jeweils eines von vier Tocopherol-Synthesegene aus Arabidopsis tragen und
Hygromycin-resistent sind. Die Expression eines der Kandidatengene, VTE1, wurde
nachgewiesen und durch Sequenzierung festgestellt, dass es sich unzweifelhaft um das
aus Arabidopsis eingebrachte Gen, nicht aber das in Sonnenblume natürlich vorkom-
mende VTE1-Gen handelt. Dieser Nachweis stand stellvertretend für die Expression in
den anderen Haarwurzellinien.
Aus den Haarwurzeln wurde versucht, die transgen erzeugten und mit einer Sechs-
Histidin-Markierung versehenen Proteine zu isolieren und diese nachzuweisen. Dazu
wurde die Methode des Western Blot angewandt. Dieser Nachweis war nicht erfolg-
reich.
Die Tocopherol-Bestimmung wurde mittels GC-MS durchgeführt. Dabei konnte gezeigt
werden, dass die verschiedenen Tocopherol-Isoformen gut nach molarer Masse getrennt
und der zugesetzte interne Standard, δ-Tocopherol, wiedergefunden werden konnte.
Es konnte gezeigt werden, dass die transgenen im Vergleich zu den WT-Haarwurzeln
erhöhte α-Tocopherol-Gehalte aufwiesen, insbesondere, wenn dem Kulturmedium
1μm 6-BAP zugesetzt wurde. Die Biomasse der transgenen Haarwurzeln war sowohl
unter Beleuchtung als auch ohne größer als die der WT-Haarwurzeln. Daraus ergab
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sich eine knapp erhöhte produzierte α-Tocopherol-Menge α-Tocopherol von 814ng
binnen drei Wochen, die der von Karotten-Haarwurzeln ähnlich war. Ein α-Tocopherol-
Gehalt wie in Sonnenblumen-Blättern konnte jedoch nicht erzielt werden, auch nicht
mittels Elizitierung durch Licht, verringerter organischer Kohlenstoffquelle und Zusatz
von 1μm 6-BAP. Letztgenannte Kultur brachte zwar einen auf das 13-fache erhöhten
α-Tocopherol-Gehalt, aber verminderte Verzweigung und einen starken Rückgang in
der Biomasseproduktion.
Die Möglichkeit, dass erzeugte Proteine abgebaut wurden, weil sie nicht in das pas-
sende Kompartiment, die Chloroplasten, welche in den Haarwurzeln mittels Fluores-
zenzmikroskopie nicht nachgewiesen werden konnten, transportiert werden konnten,
wurde untersucht, indem die Haarwurzeln zum Ergrünen gebracht werden sollten.
Dies gelang nicht, obwohl Sonnenblumenwurzeln zum Teil spontan bei Beleuchtung
ergrünen konnten. Obwohl einige Haarwurzellinien bei Kultivierung auf Normalmedi-
um Beleuchtung gut vertrugen, war die Biomasseproduktion bei den meisten Linien
und den meisten Kulturbedingungen vermindert. Eine Kultivierung unter Beleuchtung
muss daher weiter untersucht werden.
Haarwurzeln lassen sich sehr gut in einem Produktionssystem einsetzen: Sie wuchsen
auf festem MS-Medium mit 3% Sucrose stabil und in submerser Kultur sehr schnell.
Das System „Sonnenblumen-Haarwurzel“ schien jedoch zur Produktion einer Sub-
stanzgruppe, die normalerweise vor allem als Antwort auf Licht- und fotooxidativen
Stress und außerdem nur in grünen Geweben produziert wird, nicht geeignet zu
sein. Dies kann an speziellen Eigenarten der Sonnenblume liegen, zum Beispiel ande-
ren Signalpeptiden oder einem von Arabidopsis abweichenden Chloroplastenimport,
oder an einer Kosuppression, die zu ähnliche mRNA-Moleküle auch im heterologen
System abbaut. Die Sonnenblume ist reich an Begleitstoffen, vermutlich Polypheno-
len, die durch ihre spontane Vernetzung viele Experimente, darunter die Arbeit mit
Nukleinsäuren oder die Extraktion der Tocopherole störten.
Diese Arbeit weist in die richtige Richtung, obwohl das Ziel, die Etablierung eines
nicht-grünen pﬂanzlichen Produktionssystems für wertvolle Metabolite, nicht erreicht
werden konnte. Zwar wurde innerhalb der transgenen Haarwurzeln ein erhöhter
α-Tocopherol-Gehalt nachgewiesen, aber die Produktivität hing an eher von der pro-
duzierten Biomasse ab. Eine geeignete Kultivierung und damit eine hohe Produktion
muss sich dieses Sachverhaltes annehmen und Besatzdichten, Medienzusammenset-
zung und eventuell Beleuchtung untersuchen.
Die bloße Klonierung eines Zielgens in einen Organismus reicht nicht aus, es ist
vielmehr zu beachten, dass die Synthese von speziﬁschen Metaboliten eine spezielle
Umgebung oder Kompartimente benötigt. Für α-Tocopherol sind das Chloroplasten.
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Die Pﬂanzenzelle bietet viele Möglichkeiten, jedoch ist damit auch eine nur schwer
beherrschbare Komplexität verbunden.
Ausblick
Dennoch könnte ein Produktionssystem basierend auf Haarwurzeln mit anderen
Stoffwechselwegen, die zum Beispiel im Zellplasma ablaufen, oder am Beispiel was-
serlöslicher Substanzen sehr nützlich sein (Koffein, Anthocyane, Allantoin, chlorierte
Substanzen; siehe u. a. Ludwig-Müller et al. 2014). Auch neue Methoden zur geneti-
schen Veränderung von Organismen, zum Beipiel das CRISPR-Cas9-System, könnten
zum Erfolg führen, weil die Veränderungen besser steuerbar sind und ohne störende
Hilfssequenzen (att-sites) auskommen (Garneau et al., 2010; Horvath und Barrangou,
2010). Die Erzeugung transgener Pﬂanzen, die Tocopherol in grünem Gewebe produ-
zieren und in den natürlichen Speicherorganen, den Samen, anreichern, könnte für die
Tocopherol-Produktion ebenfalls aussichtsreich sein.
181

A Anhang
A.1 Alinierung der Gene VTE1–VTE4 und derer Produkte
Hier sind aufgeschlüsselte Sequenzvergleiche der Tocopherol-Biosynthese-Gene und
-enzyme dargestellt. Für die Proteinvergleiche dient die Sequenz von RHA801 als
Basissequenz, zu der die Abweichungen in Kleinbuchstaben angezeigt werden.
Um einen Hinweis auf auftretende Kosuppressioneffekte zu erhalten, ist es sinnvoll, die
Gensequenzen der jeweiligen Arabidopsis- und Sonnenblumen-Varianten zu alinieren.
Jeder Alinierung folgt eine tabellarische Aufstellung der Identität und der Ähnlichkeit
(gemäß der Basenaustauschregeln) der jeweiligen Gene. Falls große Ähnlichkeiten
vorliegen und diese in eng begrenzten Bereichen zu ﬁnden sind, ist eine Kosuppression
wahrscheinlich (Matzke und Matzke, 1995). Unter 5.3.4 auf Seite 155 werden die
Sachverhalte diskutiert.
A.1.1 Alinierung von Tocopherol-Zyklase und VTE1
Der Proteinsequenzvergleich verschiedener Tocopherol-Zyklasen wird im Ab-
schnitt 4.1.6 auf Seite 80 besprochen. Der Proteinvergleich ist detailliert unten und
in Datei ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/protein.score_html darge-
stellt.
Signalpeptid At
10. 20. 30. 40. 50. 60. 70.
At ..irslivsmn.nl..felsrpvspltr.l.pfrstklvp.si.rvsasistpnsetdk.s.k......s
R112 ........ ........ ...............h. ...................... .........
RHA801 MELQTTTT SPLFSSLL ASSKPNNVKSSVRLKLE RNRRLSAAKTDVYGVELQSQEI VNPVYVPTP
Signalpeptid Ha
Signalpeptid At
80. 90. 100. 110. 120. 130. 140.
At p..e..t..........p.........r.....k.e.............rqs.sp..valy.........
R112 ......................................................................
RHA801 TNRPLRPPHSGYHFDGTTRKFFEGWYFKVSIPEQRQSFCFMYSVENPAFKKDLNILEQLQHGPRFTGVGA
150. 160. 170. 180. 190. 200. 210.
At .....n...l...eqd......d....v...t..avp.aka..k....ee..r..s....a..f....h.
R112 ......................................................................
RHA801 QILGAHDKYICQYSKESHNFWGSRHELMLGNSFSVQTGKQPPNSEVPPQVFNQRVIEGFQVTPLWHQGFI
220. 230. 240. 250. 260. 270. 280.
At c.....d......s.................a........p..........................g..
R112 ......................................................................
RHA801 RDDGRTSYAETVKTARWEYSTRPVYGWGDVGSKQKSTAGWLAAFPVFEPHWQICMAGGLSTGWIEWGDER
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290. 300. 310. 320. 330. 340. 350.
At f..rd....s....................e..t...a..a..........t..y.....vc..yd.km.
R112 ....d.................................................................
RHA801 YEFENAPSYCEKNWGGGFPRKWFWVQCNVFKGASGEVGLTCGGGLRQLPGLNETFENAALIGVHHGGIFY
360. 370. 380. 390. 400. 410. 420.
At .........r..msp....yi..e..n.v.....r.nea..p.......v...t..r.s.yge.k.qi..
R112 ......................................................................
RHA801 EFVPWNGVVEWEVAEWGYWHVTAQNETHKVELEASTKDPGTTLRAPTTEAGLAPACKDTCFAHLTLKLWE
430. 440. 450. 460. 470. 480.
At rl ydgsk..v..etk.s.....i......g....d.sn...llkq..qv.l.lesa..lv.ff.....
R112 ....................................... ..............................
RHA801 KGSAAAAADGKLILDVTSNMAAVEVGGGPWFNTWKGKTY TPEVINRALNLPVDVDGILGSFPLLKPPGL
Die Aminosäuresequenzen der Proteine beider Arten weichen kaum voneinander ab,
das At-Protein ist 7AA länger.
Alinierung der Nukleinsäuresequenzen von VTE1 Die genomischen Sequenzen vom
Start- bis zum Stoppkodon wurden aliniert. Es ist klar zu erkennen, dass zwischen
AtVTE1 und HaVTE1 ausgedehnte Bereiche von übereinstimmenden Nukleotiden
existieren, die zudem gleichmäßig über das Gen verteilt sind. Die Sequenzidentität
zwischen der At- und der Ha-Variante beträgt etwa 66% (siehe Tabelle A.1 auf der
nächsten Seite).
Eine Kosuppression war wahrscheinlich. Die Alinierung ist detailliert in Datei ./
Anhang_digital/Bioinformatik/TC/gene.score_html dargestellt.
At
R112
RHA801
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung A.1: Vergleich der Gensequenzen von VTE1. Die zwischen AtVTE1 und HaVTE1 ähnlichen
Regionen sind schwarz gezeichnet.
A.1.2 Alinierung von Homogentisat-Phytyltransferase und VTE2
Aus Sonnenblume isolierte gDNA wurde sowohl vom 5’- als auch vom 3’-Ende her
sequenziert. Die Sequenzen wurden mittels BLAST in der NCBI-Datnebank und der
Heliagene-Datenbank gesucht. Die daraus resultierenden Kandidatengene wurden
hier aligniert und verglichen (siehe Abschnitt A.7 auf Seite 207).
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Tabelle A.1: Die Identität und die Ähnlichkeiten der genomischen Sequenzen von At- und HaVTE1
sind dargestellt.
A
t
LG
24
N
M
S
37
3
R
11
2
R
H
A
28
0
R
H
A
80
1
At — 74,1 74,1 74,1 74,1 74,1
LG24 66,8 — 100,0 99,9 100,0 100,0
NMS373 66,8 100,0 — 99,9 100,0 100,0
R112 66,8 99,9 99,9 — 99,9 99,9
RHA280 66,8 100,0 100,0 99,9 — 100,0
RHA801 66,8 100,0 100,0 99,9 100,0 — %
Ä
hn
lic
hk
ei
t
% Identität
A. thaliana
S. tuberosum
B. napus
M. esculenta
H. brasiliensis
L. sativa
A. gigas
V. vinifera
S. indicum
C. sativum
L. utissitatum
E. oleifera
M. truncatula
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch
Abbildung A.2: Vergleich der Proteinsequenzen von Homogentisat-Phytyltransferase ohne Ha-Sequen-
zen.
Die Proteinsequenzen, die im Abschnitt 4.1.4 auf Seite 69 besprochen werden, sind hier
übersichtsartig aliniert. Es ist zu erkennen, dass bei den Varianten aller Arten außer
Sonnenblume eine konservierte Region etwa in der Mitte der Sequenz lag. Bei einigen
Sonnenblumen-Varianten fehlte diese (siehe Abbildung A.3 auf der nächsten Seite).
Alinierte man dieselben Sequenzen ohne diejenigen von Sonnenblume hinzuzuziehen,
waren die Übereinstimmungen viel größer, wie Abbildung A.2 zeigt: Die Sequenz
des vorhergesagten Transitpeptids variierte stark, die letzten zwei Drittel der Sequenz
stimmten bei fast allen Arten überein.
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A. thaliana
S. tuberosum
B. napus
M. esculenta
H. brasiliensis
L. sativa
A. gigas
V. vinifera
S. indicum
C. sativum
L. utissitatum
E. oleifera
M. truncatula
09g010770
10g056890
10g057590
13g016310
10g057890
09g029410
09g010790
12g046800
09g029530
12g006130
09g010780
09g029400
13g009440
10g056640
10g056690
12g006300
13g009440.1
10g030210
06g019440
00g004320
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung A.3: Alinierung der Produkte von HPT-Kandidatengenen. Die Sequenz des vorhergesagten
Transitpeptids variierte sehr stark, wohingegen die restliche Sequenz eher konserviert war.
Alinierung der Nukleinsäuresequenz von VTE2 Die Alinierung von HaVTE2 und
AtVTE2 wird unter 5.3 auf Seite 151 besprochen. Da die Gene von Arabidopsis und
Sonnenblume sehr unterschiedlich sind, sind hier außerdem die Introns eingezeichnet.
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Die Gensequenzen von HaVTE2 und von AtVTE2 sind abschnittsweise sehr ähnlich,
insgesamt beträgt die Ähnlichkeit bis zu 64,2% (siehe Tabelle A.2).
1 2 3 4 6 7 8 9 10 11 12
AtHPT
09g010770
10g056890
Abbildung A.4: Vergleich der Gensequenzen von VTE2. Die arabischen Ziffern bezeichnen die jeweiligen
Introns auf der At-Sequenz. Es ist zu erkennen, dass die Genstruktur der Ha-Sequenzen deutlich von
der At-Sequenz abweicht, wenngleich in den Exons etwas größere Übereinstimmung zu erkennen ist.
Tabelle A.2: Die Identität und die Ähnlichkeiten der genomischen Sequenzen von At- und HaVTE1
sind dargestellt.
A
tH
P
T
09
g0
10
77
0
10
g0
56
89
0
AtHPT — 61,0 64,2
09g010770 51,3 — 58,4
10g056890 55,0 47,8 — %
Ä
hn
l.
% Identität
A.1.3 Alinierung von MPBQ-Methyltransferase und VTE3
A.1.3.1 MPBQ-MT-1
Der Proteinsequenzvergleich verschiedener MPBQ-MT-1 wird in Abschnitt 4.4 auf
Seite 76 besprochen. Der Proteinvergleich ist unten und in Datei ./Sequenzen/MPBQ-
MT1/protein.score_html detailliert dargestellt. Die Proteine der Akzessionen
NMS373 und RHA280 sind identisch, sodass letztere hier weggelassen wird.
At-cTP At-tat

10. 20. 30. 40. 50. 60.
At MASLMLNGAI TF PKGLGSPGSNLHAR SIPRPTLLSVTRTSTPRLSVATRCSSSSVSSSRPSAQPR
NMS373 ......s.pqnla.a.....fknpd.kc.sf.f.ksn.igks.nlgaktlmvp.. ...v...as...
RHA801 ......s.pqnla.a.....fknpd.kc.sf.f.ksn.igks.nlgaktpmvp.. ...v...as...

Ha-cTP Ha-tat
70. 80. 90. 100. 110. 120. 130.
At FIQHKKEAYWFYRFLSIVYDHVINPGHWTEDMRDDALEPADLSHPDMRVVDVGGGTGFTTLGIVKTVKAK
NMS373 ........f...............................e.dnr.lv................eh.d..
RHA801 ........f...............................e.dnr.lv................eh.d..
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140. 150. 160. 170. 180. 190. 200.
At NVTILDQSPHQLAKAKQKEPLKECKIVEGDAEDLPFPTDYADRYVSAGSIEYWPDPQRGIREAYRVLKIG
NMS373 ................e.va....r.i.........e.......................k.....i.k.
RHA801 ................e.va....r.i.........e.......................k.....i.k.
210. 220. 230. 240. 250. 260. 270.
At GKACLIGPVYPTFWLSRFFSDVWMLFPKEEEYIEWFKNAGFKDVQLKRIGPKWYRGVRRHGLIMGCSVTG
NMS373 ...................a.m..............ek.......i.....q..................
RHA801 ...................a.m..............ek.......i.....q..................
280. 290. 300. 310. 320. 330.
At VKPASGDSPLQLGPKEEDVEKPVNNPFSFLGRFLLGTLAAAWFVLIPIYMWIKDQIVPKDQPI
NMS373 ...t...........v....... ...v..l...v.as.gvyy..v.v...l.......g...
RHA801 ...t...........v....... ...v..l.....as.gvyy..v.v...l.......g...
Alinierung der Nukleinsäuresequenz von VTE3-1 Die Ähnlichkeiten der Gene von
At und Ha sind abschnittsweise groß und betragen bis zu 76,3% (siehe Tabelle A.3).
Die Alinierung ist untun und detailliert in Datei ./Sequenzen/MPBQ-MT1/gene.
score_html dargestellt.
At
NMS373
RHA280
RHA801
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung A.5: Vergleich der Gensequenzen von VTE3-1.
Tabelle A.3: Die Identität und die Ähnlichkeiten der genomischen Sequenzen von At- und HaVTE3-1
sind dargestellt.
A
t
N
M
S
37
3
R
H
A
28
0
R
H
A
80
1
At — 76,2 76,2 76,3
NMS373 70,6 — 100,0 96,1
RHA280 70,6 100,0 — 96,1
RHA801 70,9 94,9 94,9 — %
Ä
hn
l.
% Identität
A.1.3.2 MPBQ-MT-2
Der Proteinsequenzvergleich verschiedener MPBQ-MT-2 wird im Abschnitt 4.5 auf
Seite 77 besprochen. Der Proteinvergleich ist unten und in Datei ./Sequenzen/
MPBQ-MT2/protein.score_html detailliert dargestellt. Die Proteinsequenzen aller
Sonnenblumen-Akzessionen sind identisch, sodass nur RHA801 abgebildet ist.
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At-cTP
10. 20. 30. 40. 50. 60.
At .a.l..n..itfp k...sp..n.ha.si.rptl.svtr t.tprls.atr.sss...ss..s
RHA801 MTSSMLYGAENLAIIRGRVAANGLGFNGSELNGRKFPLKVNLACGNSISRGKTLVVPKC SVSLPRPA
Ha-cTP
 
Ha-tat Ha-tat
At-tat

70. 80. 90. 100. 110. 120. 130.
At a...........y.........................d.......shpd.r.................t
RHA801 SQPRFIQHKKEAFWFYRFLSIVYDHVINPGHWTEDMRDEALEPADLYSRNMLVVDVGGGTGFTTLGIVKS
140. 150. 160. 170. 180. 190. 200.
At .k............................v.........p.......v.........d.....r.....
RHA801 VDAKNVTILDQSPHQLAKAKQKEPLKECKIIEGDAEDLPFKTDYADRYISAGSIEYWPEPQRGIKEAYRV
210. 220. 230. 240. 250. 260. 270.
At ........l.......f......s.v..............kn......ql....................
RHA801 LKIGGKACVIGPVYPTHWLSRFFADAWMLFPKEEEYIEWFTKAGFKDVKIKRIGPKWYRGVRRHGLIMGC
280. 290. 300. 310. 320. 330.
At .......................e...n...s..g.....t..aawf..i.i...i.......d...
RHA801 SVTGVKPASGDSPLQLGPKEEDVSKPV NPFVFLARFLLGALAGVYYVLVPVYMWLKDQIVPKGQPI
Alinierung der Nukleinsäuresequenz von VTE3-2 Die Ähnlichkeiten der Gene von At
und Ha sind abschnittsweise groß und betragen bis zu 74,7% (siehe Tabelle A.4 auf der
nächsten Seite). Die Alinierung ist unten und detailliert in Datei ./Sequenzen/MPBQ-
MT2/gene.score_html dargestellt.
At
NMS373
RHA280
RHA801
LG24
R112
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung A.6: Vergleich der Gensequenzen von VTE3-2. Es ist zu erkennen, dass die Gene sich nicht
nur ähnlich sind, sondern diese Ähnlichkeiten in den homolgen Bereichen der Gene auftreten.
A.1.4 Alinierung von γ-Tocopherol-Methyltransferase und VTE4
Der Proteinsequenzvergleich verschiedener γ-TMT wird in Abschnitt 4.8 auf Sei-
te 83 besprochen. Der Proteinvergleich ist unten und in Datei ./Anhang_digital/
Bioinformatik/gTMT/protein.score_html detailliert dargestellt. Die Protein-
sequenz der Akzessionen LG24 und RHA801-2 und der Akzessionen RHA801 und
RHA280 sind paarweise gleich, sodass nur die jeweils erstgenannte dargestellt ist.
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Tabelle A.4: Die Identität und die Ähnlichkeiten der genomischen Sequenzen von At- und HaVTE3-2
sind dargestellt.
A
t
N
M
S
37
3
R
H
A
28
0
R
H
A
80
1
LG
24
R
11
2
At — 74,5 74,5 74,5 74,7 74,5
NMS373 68,1 — 100,0 100,0 99,0 100,0
RHA280 68,1 100,0 — 100,0 99,0 100,0
RHA801 68,1 100,0 100,0 — 99,0 100,0
LG24 68,3 98,8 98,8 98,8 — 99,0
R112 68,1 100,0 100,0 100,0 98,8 — %
Ä
hn
lic
hk
ei
t
% Identität
At-cTP At-tat

10. 20. 30. 40. 50. 60. 70.
At .katlaapssltslpyrtnssfgskssllfrspsssss..m.ttrgnvav.aaatstea.r.......n.
LG24 .. .....................................
NMS373 .. .....................................
R112 .. .....................................
RHA801-1 MA TTAVGVSATPMTEKLTAADDDQQQQKLKKGIAEFYDE
80. 90. 100. 110. 120. 130. 140.
At t..l..e...d.....f.dp.ss.q...sg.ke.......es.r..g.t.eee...i.kv..........
LG24 ............................ .....................l .................
NMS373 ............................ ...................... .................
R112 ............................ ................y..... .................
RHA801-1 SSGMWENIWGEHMHHGYYNSDDVVELSD HRSAQIRMIEQALTFASVSDDP EKKPKTIVDVGCGIGGS

Ha-tat
150. 160. 170. 180. 190. 200. 210.
At .....s.f....i.........k...d.....s..h.a........d...e...................
LG24 ......................................................................
NMS373 ..................................................s...................
R112 ......................................................................
RHA801-1 SRYLARKYGAECHGITLSPVQAERANALAAAQGLADKVSFQVADALNQPFPDGKFDLVWSMESGEHMPDK
220. 230. 240. 250. 260. 270. 280.
At a...k..v......gr.........n.sa..ea.q.w.qn..d...kt.........d...n..q.h...
LG24 ......................................................................
NMS373 ......................................................................
R112 ......................................................................
RHA801-1 LKFVSELTRVAAPGATIIIVTWCHRDLNPGEKSLRPEEEKILNKICSSFYLPAWCSTADYVKLLESLSLQ
290. 300. 310. 320. 330. 340.
At ...c....e..........r...t...lv......m...k..lt.......y..g....g....q..l
LG24 ....................................................................
NMS373 ....................................................................
R112 ....................................................................
RHA801-1 DIKSADWSGNVAPFWPAVIKTALSWKGITSLLRSGWKSIRGAMVMPLMIEGFKKDVIKFSIITCKKPE
Alinierung der Nukleinsäuresequenz von VTE4 Die Ähnlichkeiten der Gene von At
und Ha sind abschnittsweise groß und betragen bis zu 68,4% (siehe Tabelle A.5). Die
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Alinierung ist detailliert unten und in Datei ./Anhang_digital/Bioinformatik/
gTMT/gene.score_html dargestellt.
At
LG24
NMS373
R112
RHA280
RHA801
RHA801-2
 nicht konserviert  ähnlich  >50 % konserviert  alle identisch — Lücke
Abbildung A.7: Vergleich der Gensequenzen von VTE4. Es ist zu erkennen, dass die Gene sich nicht
nur ähnlich sind, sondern diese Ähnlichkeiten in den homologen Bereichen der Gene auftreten.
Tabelle A.5: Die Identität und die Ähnlichkeiten der genomischen Sequenzen von At- und HaVTE4
sind dargestellt.
A
t
LG
24
N
M
S
37
3
R
11
2
R
H
A
28
0
R
H
A
80
1
R
H
A
80
1-
2
At — 68,2 68,3 68,0 67,9 67,9 68,4
LG24 57,6 — 98,2 98,2 98,9 98,9 98,2
NMS373 57,5 97,4 — 98,1 98,0 98,1 100,0
R112 57,3 97,0 97,2 — 98,2 98,2 98,1
RHA280 57,2 98,0 97,1 97,1 — 99,9 98,1
RHA801 57,2 98,0 97,2 97,2 99,9 — 98,1
RHA801-2 57,8 97,5 100,0 97,2 97,2 97,2 — %
Ä
hn
lic
hk
ei
t
% Identität
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A.2 Sequenzierungsergebnisse der pJPentry-Plasmide
In diesem Abschnitt sind die Sequenzierungsergebnisse der Eingangsplamide dar-
gestellt. Diese wurden jeweils zwischen den beiden M13-sites überprüft. Die ORF
der eingebrachten Gene sind heller hinterlegt als die passenden Nukleobasen der
Sequenzierungsreaktionen. Die zur Sequenzierung genutzten Primer sind samt ih-
rer Orientierung über der Sequenz als schwarze Balken notiert. Die Startkodons der
VTE-Gene sind fett hervorgehoben, Stoppkodons existieren nicht, weil in den Zielplas-
miden mit einem GFP fusioniert wurde. Stattdessen wird das Ende des eingebrachten
Gens durch eine Sechs-Histidin-Markierung angezeigt, die ebenfalls durch Fettschrift
hervorgehoben ist. Die im Plasmid verbleibenden att-sites sind durch Kleinbuchstaben
gekennzeichnet. Im Text oder der Bildunterschrift besprochene Abweichungen sind
durch Zahlen markiert.
A.2.1 Sequenzierung von pJPentry-At-VTE1.1
Es gab keine beobachteten Abweichungen in der Gensequenz, aber einen Basenaus-
tausch von C zu A in der attP1-site (1). Dieser scheint jedoch unerheblich zu sein, da
das Transgen später in den Haarwurzeln nachgewiesen wurde.
M13 forward

1

pJPe..1.1 GTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCaaataatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacacattga 85
1.2-fw ...............................................................................a..... 189
1.2-fw2 ..........t....t.....tc.....c.-..c...tc..t.................t.....cccctcg.tgctttt..... 191
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-fw4 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
At-VTE1.1_attB1-fw

At-VTE1-fw

pJPe..1.1 tgagcaatgcttttttataatgccaactttGTACAAAAAAGCAGGCTCAATGGAGATACGGAGCTTGATTGTTTCTATGAACCCT 170
1.2-fw ..................................................................................... 274
1.2-fw2 .................c......cc........cc.....................tt...c...................... 276
1.2-fw3 -------------------------------------------------------------------------gaat.a.c..ta 12
1.2-fw4 ----------------------------------------------------------------------------------tta 3
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
pJPe..1.1 AATTTATCTTCCTTTGAGCTCTCTCGCCCTGTATCTCCTCTCACTCGCTCACTAGTTCCGTTCCGATCGACTAAACTAGTTCCCC 255
1.2-fw ..................................................................................... 359
1.2-fw2 ...................................................t..c.............................. 361
1.2-fw3 .t..atc..............g................................c.............................. 97
1.2-fw4 gca..ta....t..a...........................................................t.......... 88
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
pJPe..1.1 GCTCCATTTCTAGGGTTTCGGCGTCGATCTCCACCCCGAATAGTGAAACTGACAAGATCTCCGTTAAACCTGTTTACGTCCCGAC 340
1.2-fw ..................................................................................... 444
1.2-fw2 ...................c.....t.....................t..................................... 446
1.2-fw3 ..................................................................................... 182
1.2-fw4 ..................................................................................... 173
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
192
A.2 Sequenzierungsergebnisse der pJPentry-Plasmide
pJPe..1.1 GTCTCCCAATCGCGAACTCCGGACTCCTCACAGTGGATACCATTTCGATGGAACACCTCGGAAGTTCTTCGAGGGATGGTATTTC 425
1.2-fw ..................................................................................... 529
1.2-fw2 ..............................................c...................................... 531
1.2-fw3 ..............................................c...................................... 267
1.2-fw4 ..................................................................................... 258
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
pJPe..1.1 AGGGTTTCCATCCCAGAGAAGAGGGAGAGTTTTTGTTTTATGTATTCTGTGGAGAATCCTGCATTTCGGCAGAGTTTGTCACCAT 510
1.2-fw ..................................................................................... 614
1.2-fw2 ...........t...t.t..c................................................................ 616
1.2-fw3 ..................................................................................... 352
1.2-fw4 ..................................................................................... 343
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 0
pJPe..1.1 TGGAAGTGGCTCTATATGGACCTAGAT--TCACTGGTGTTGGAGCTCAGATTCTTGGCGCTAATGATAAATATTTATGCCAATAC 593
1.2-fw ...........................--........................................................ 697
1.2-fw2 ...........................--...................c.................................... 699
1.2-fw3 ...........................--........................................................ 435
1.2-fw4 ...........................--........................................................ 426
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ---.ta.a.t.-----cac.a...c.cga...aga.aca.c.ct.a..c.a.tc...a.tag.ga..gc.--------------- 62
1.2-rv3 ----------------------------------------------------------------....g..t.aat..t.c..gg 21
pJPe..1.1 GAACAAGACTCTCACAATTTCT-GGGGAGATCGACATGAGCTAGTTTTGGGGAATACTTTTAGTGCTGTGCCAGGCGCAAAGGCT 677
1.2-fw ......................-.............................................................. 781
1.2-fw2 ......c...........a...-...........................c......................t........... 783
1.2-fw3 ......................t.............................................................. 520
1.2-fw4 ......................-.............................................................. 510
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 -----ccctg.agc.t.gg.t.--a..-----.ga....a...a.----ta..tg.tgg..g.c.ggcgcaa.a.g...tctaa. 131
1.2-rv3 cg...g.ct.--gc...c....--t......t......gagctag.....ta.tg..g..a-----...ctgg.ca..gc.t... 97
pJPe..1.1 CCAAACAAGGAGGTTCCACCA--GAGGAATTTAACAGAAGAGTG--TCCGAA-GGGTTCCA-AGCTACTCCATTTTGGCATCAAG 756
1.2-fw .....................--.....................--......-........-....................... 860
1.2-fw2 .....................--....................c--gt.ct.a........-...........c........... 863
1.2-fw3 .....................--.....................--.....t-........-....................... 599
1.2-fw4 .....................--.....................--......-........-....................... 589
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 .a..gg...att.cctgc.gggc.gaa.t..a.g........a.gtcaga..g..t.....agctacta......a.....tc.a 216
1.2-rv3 t.---g..caca.g.t.ga..--........ac.g.a-----ga--aggtcg-at.gat.g-.agctact............... 168
pJPe..1.1 GTCACATTTGCGAT--GATGGCCGTACTGACTATGCGGAAACTGTGA-AATCTGCTCGTTGGGAGTATAGTACTCGTCCCGTTTA 838
1.2-fw ..............--...............................-..................................... 942
1.2-fw2 .......c.tgcgatgatg.c..........................-...............................tcgc.. 947
1.2-fw3 ..............--..............................ca......................c.............. 682
1.2-fw4 ..............--...............................-..................................... 671
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 .gat..ca.tg.cgat......ga.gac.t...........actgaga........................a............ 301
1.2-rv3 ..............--..at..................g.....a..a..................................... 251
pJPe..1.1 CGGTTGGGGTGATGTT---GGGGCCAAACAGAAGTCAACTGCAGGCTGGCCTGCAGCTTTTCCTGTATTTGAGCCTCATTGGCAG 920
1.2-fw ................---.................................................................. 1024
1.2-fw2 ........tgatgt------...g.....t............ta.gct.g..........c.tgc....--gag........... 1024
1.2-fw3 ................---.................-........................................ca.t.... 763
1.2-fw4 ................---.................................................................. 753
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 .t.g.....gtgatg.tgt..tcaag.caga.......a......g....................................... 386
1.2-rv3 ...a...........g---.-................................................................ 332
pJPe..1.1 ATATGCATGGCAGGAGGCCTTTC-CACAGGGTGGATAGAATGGGG-CGGTGAAAGGTTTGAGTTTCGGGATGCACCTTCTTATTC 1003
1.2-fw ...........ca.ga.g.c..tc.........ataga.tg....-............................----------- 1097
1.2-fw2 .............agctt.acaggtgata.a----------t...gtc.....--ag..........-.......tc.a.c.aaa 1096
1.2-fw3 ......c..a...a..a.....tca.a...a..............c..c.....t......c....t.............a..ca 848
1.2-fw4 .......................-.....................-..................c.................... 836
1.2-rv ------------------------------------------------------------------------------------- 0
1.2-rv2 ...a..................tc.t.............-at.a.g............g........t................. 470
1.2-rv3 .......................ctcag..tg.ataga--at...g....................................... 415
pJPe..1.1 AGAGAAGAATTGGGGTGGAGGC-TTCCCAAGA-AAATGGTTTTGGGTCCAGTGTAA-TGTCTTTGAAGGGGCAACTGGAGAAGTT 1085
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ...------------...t.ag-c...ag.a.tg.t.t.g.ca-------.....t-gtc-..g..----.gc....a------- 1148
1.2-fw3 gag-..a.t.g.-..-tcgcag-c.t...gc.-.........a...a....g...t-gcct..gc....c........ta.tac. 927
1.2-fw4 ......................-....a.ga.-..gg.t..gg--...ag...a.t-gcct..ga.--..............a.. 914
1.2-rv ---------------------------.....a.........g..tc.a.......-.......................g..g. 57
1.2-rv2 ...............gt.ga.gc.........a...g...................tgtctaaaa.................... 555
1.2-rv3 ......................-.........a.......................-.............a.............. 498
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pJPe..1.1 GCTTTAACCGCAGGTGGCGGGTTGAGGCAATTGCCTGGATTGACTGAGACCTATGAAAATGCTGCACTGGTTTGTGTACACTATG 1170
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 tgc..t.aacg......gc.a.-..c...c.gcttg.a..ga.....ac--......tgcttgca....---------------- 993
1.2-fw4 ....-.................-......t.gct--.......tga.ac--.......--tgctgc......---.gga...... 988
1.2-rv tgc..t........................a...--t.ga............................................. 140
1.2-rv2 .....c.......................................................a....a.................. 640
1.2-rv3 ..................................................................................... 583
pJPe..1.1 ATGGAAAAAT-GTACGAGTTTGTTCCTTGGAATGGTGTTGTTAGATGGGAAATGTCTCCCTGGGGTTATTGGTATATAACTGCAG 1254
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 .a......gg-a----caa..tg....g.a.gg.....aaaag..a--------agg...c........g.a..a..gga----- 1055
1.2-rv .........at............................................-ct........................... 224
1.2-rv2 .........a-.......................................................................... 724
1.2-rv3 ..........-.......................................................................... 667
sAt-VTE1.1-402-fw

pJPe..1.1 AGAACGAAAACCATGTGGTGGAACTAGAGGCAAGAACAAATGAAGCGGGTACACCTCTGCGTGCTCCTACCACAGAAGTTGGGCT 1339
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 ---.aa....a.ca.g..--.g.a..a..ca..----........g.---ga.....g.g.cc.a.aa--a.tt.gtcgacc.g. 1126
1.2-rv ..................................................................................... 309
1.2-rv2 ....................................................g...t.....................a...... 809
1.2-rv3 ..................................................................................... 752
pJPe..1.1 AGCTACGGCTTGCAGAGATAGTTGTTACGGTGAATTGAAGTTGCAGATATGGGAACGGCTATATGATGGAAGTAAAGGCAAGGTG 1424
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 g.ga.attg..agg..at---.a-----atga...g......ta----------------------------------------- 1162
1.2-rv ..................................................................................... 394
1.2-rv2 ....t.....................c..t....................................................... 894
1.2-rv3 ..................................................................................... 837
pJPe..1.1 ATATTAGAGACAAAGAGCTCAATGGCAGCAGTGGAGATAGGAGGAGGACCGTGGTTTGGGACATGGAAAGGAGATACGAGCAACA 1509
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 ------------------------------------------------------------------------------------- 1162
1.2-rv ..................................................................................... 479
1.2-rv2 ...................................................................................gg 979
1.2-rv3 ..................................................................................... 922
At-VTE1.1_attB2-rv

At-VTE1-rv

pJPe..1.1 CGCCCGAGCTACTAAAACAGGCTCTTCAGGTCCCATTGGATCTTGAAAGCGCCTTAGGTTTGGTCCCTTTCTTCAAGCCACCGGG 1594
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 ------------------------------------------------------------------------------------- 1162
1.2-rv ..................................................................................... 564
1.2-rv2 g..........a......t....t.caga....gg.g.atctgaaggg.gcgt..t.tc..------------------------ 1040
1.2-rv3 ....................................g.atctgaa..gcg..gg.ttt.ccta---------------------- 985
At-VTE1.1_attB2-rv
At-VTE1-rv
pJPe..1.1 TCTGCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTcttgtacaaagttggcattataagaaagcattgcttatcaatttgttgcaacg 1679
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 ------------------------------------------------------------------------------------- 1162
1.2-rv ..................................................................................... 649
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1040
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 985
T7-Promotor M13 reverse

pJPe..1.1 aacaggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGC 1764
1.2-fw ------------------------------------------------------------------------------------- 1097
1.2-fw2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1148
1.2-fw3 ------------------------------------------------------------------------------------- 993
1.2-fw4 ------------------------------------------------------------------------------------- 1162
1.2-rv ..................................................................................... 734
1.2-rv2 ------------------------------------------------------------------------------------- 1040
1.2-rv3 ------------------------------------------------------------------------------------- 985
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M13 reverse
pJPe..1.1 TGTTTCCTG 1773
1.2-fw --------- 1097
1.2-fw2 --------- 1148
1.2-fw3 --------- 993
1.2-fw4 --------- 1162
1.2-rv ......... 743
1.2-rv2 --------- 1040
1.2-rv3 --------- 985
A.2.2 Sequenzierung von pJPentry-At-VTE2.1
Die Sequenzierung eines Klons war erfolgreich, obwohl in der attP1-site ein A zu
einem C mutiert ist (1). Es ist nicht zu erwarten, dass dies eine Auswirkung hatte, weil
das Transgen in den Haarwurzellinien HaHR2.1-2 und -4 nachgewiesen wurde. Die
Sequenz zeigt drei Abweichungen in Nukleotiden, und zwar C573T (2), T633C (3)
und T855C (4) (Zählung beginnend beim Startkodon), die jedoch sämtlich nicht zu
Aminosäurenänderungen führen. Es handelt sich um die jeweils letzten Positionen
im Kodon (sog. wobble position). Diese Abweichungen stammen vermutlich aus der
genutzten Arabidopsis-Pﬂanze.
M13 forward

1

pJPe..2.1 GTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCaaataatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacacattgatgagcaatgc
2.1-fw9 ...............................................................................a...............
2.1-rv9 -------....a-----------------------------------------------------------------------------------
At-VTE2-attB1-fw

ATVTE2.1-fw

pJPe..2.1 ttttttataatgccaactttGTACAAAAAAGCAGGCTCAATGGAGTCTCTGCTCTCTAGTTCTTCTCTTGTTTCCGCTGCTGGTGGGTTTTGTTG
2.1-fw9 ...............................................................................................
2.1-rv9 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..2.1 GAAGAAGCAGAATCTAAAGCTCCACTCTTTATCAGAAATCCGAGTTCTGCGTTGTGATTCGAGTAAAGTTGTCGCAAAACCGAAGTTTAGGAACA
2.1-fw9 ...............................................................................................
2.1-rv9 ----------------------------------------------------.....--------------------------------------
pJPe..2.1 ATCTTGTTAGGCCTGATGGTCAAGGATCTTCATTGTTGTTGTATCCAAAACATAAGTCGAGATTTCGGGTTAATGCCACTGCGGGTCAGCCTGAG
2.1-fw9 ...............................................................................................
2.1-rv9 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..2.1 GCTTTCGACTCGAATAGCAAACAGAAGTCTTTTAGAGACTCGTTAGATGCGTTTTACAGGTTTTCTAGGCCTCATACAGTTATTGGCACAGTGCT
2.1-fw9 ...............................................................................................
2.1-rv9 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..2.1 TAGCATTTTATCTGTATCTTTCTTAGCAGTAGAGAAGGTTTCTGATATATCTCCTTTACTTTTCACTGGCATCTTGGAGGCTGTTGTTGCAGCTC
2.1-fw9 ...............................................................................................
2.1-rv9 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..2.1 TCATGATGAACATTTACATAGTTGGGCTAAATCAGTTGTCTGATGTTGAAATAGATAAGGT--TAACAAGCCC---TATCTTCCATTGGCATCAG
2.1-fw9 .............................................................--..........---...................
2.1-rv9 -----------------------------------------------a..t.......a.gta..........cca.t.......c.......ca
2

pJPe..2.1 GA--GAATATTCTGTTAACACCGGCATTGCAATAGTAGCTTCCTTC-TCCATCATG-AGTTTCTGGCTTGGGTGGATTGTTGGTTCATGGCCATT
2.1-fw9 ..--..........................................-..t......-......................................
2.1-rv9 ..aga.......-....t.....c..-................c..t..t......a........c....a.....a.ag....c........-.
3

pJPe..2.1 GTTCTGGGCTCTTTTTGTGAGTTTCATGCT-CGGTACTGCATACTCTA-TCAATTTGCCACTTTTACGGTGGAAAAGATTTGCATTGGTTGCAGC
2.1-fw9 ...............c..............-.................-..............................................
2.1-rv9 .......--ctc...c..............c.................t............-.....-..........-................
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pJPe..2.1 AATGTGTATCCTCGCTGTCCGAGCTATTATTGTTCAAATCGCCTTTTATCTACATATTCAG-ACACATGTGTTTGGAAGACCAATCTTGTTCACT
2.1-fw9 .............................................................a..c........................-.....
2.1-rv9 ........................................................-....-.................................
4

pJPe..2.1 AGGCC-TCTTATTTT-CGCCACTGCGTTTATGAGCTTTTTCTCTGTCGT--TATTG-CATTGTTTAAGGATATACC-TGATAT-CGAAGGGGATA
2.1-fw9 .....t.........c............................c.tt.cg...c.c..........c........t......c......at.a.
2.1-rv9 .....-.........-.................................--...c.-...................-......-...........
pJPe..2.1 AG----ATATTCGGAA--TCCGATCATTCTCT-GTAA-CTCTGGGTCAGAAACGGGTGTTTTGGACATGTGTTACACTACTTCAAATGGCTTACG
2.1-fw9 ..aaat......c...at..ga..........g....c....t....ca....c..gt......-------------------------------
2.1-rv9 ..----..........--..............-....-.........................................................
pJPe..2.1 CTGTTGCAATTCTAGTTGGAGCCACATCTCCATTCATATGGAGCAAAGTCATCTCGGTTGTGGGTCATGTTATACTCGCAACAACTTTGTGGGCT
2.1-fw9 -----------------------------------------------------------------------------------------------
2.1-rv9 ...............................................................................................
At-VTE2.1-H6_attB2-rv

AtVTE2.1-rv

pJPe..2.1 CGAGCTAAGTCCGTTGATCTGAGTAGCAAAACCGAAATAACTTCATGTTATATGTTCATATGGAAGCTCTTTTATGCAGAGTACTTGCTGTTACC
2.1-fw9 -----------------------------------------------------------------------------------------------
2.1-rv9 ...............................................................................................
At-VTE2.1-H6_attB2-rv
AtVTE2.1-rv
pJPe..2.1 TTTTTTGAAGCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTcttgtacaaagttggcattataagaaagcattgcttatcaatttgttgcaacgaaca
2.1-fw9 ----------------------------------------------------------------.a..g..t...c-------------------
2.1-rv9 ...............................................................................................
T7-Promotor M13 reverse

pJPe..2.1 ggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTG
2.1-fw9 ------------------------------------------------------------------------------------------
2.1-rv9 ..........................................................................................
A.2.3 Sequenzierung von pJPentry-At-VTE3
Die Sequenzierung ergab, dass im ORF die in-silico-Sequenz jeweils von mindestens
einer Sequenzierungsreaktion gestützt wird, es gibt keine Nukleotidaustausche oder
INDELs. Da das Transgen später in HaHR3-2 nachgewiesen werden konnte, scheint
auch die att-site korrekt zu arbeiten.
M13 forward

pJPe..3 GTAAAACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCaaataatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacacattgatgagcaatgc
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv ...............................................................................a...............
3.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv3 ccgtt.aa.gc.g.ca.t....ct....c..-.-.....a..--..ta............gac.t---.tcggt.....a.a...g.gc...gct
At-VTE3_attB1-fw

At-VTE3-fw

pJPe..3 ttttttataatgccaactttGTACAAAAAAGCAGGCTCAATGGCCTCTTTGATGCTCAACGGGGCCATTACCTTCCCCAAAGGTTTAGGTTCCCC
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 -----------------------------------------------------------------.gggga...tt..c....g..ta.g.t...
3.2-rv ...............................................................................................
3.2-rv2 ------------------------c.gc.g..ca.g..c.at.a..t-...ga.t.....--............a..a.--------....agta
3.2-rv3 .--...t......a----act.gtcc....agca.g.tc.a.............t..............c.t..-...c..a.g..ta.g.t...
pJPe..3 TGGTTCCAATTTGCATGCCAGATCGATTCCTCGGCCGACCTTACTCTCAGTTACCCGAACCTCCACACCTAGACTCTC-GGTGGCTACTAGATGC
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 ct.g.t.c......................................................................-................
3.2-rv ..............................................................................-................
3.2-rv2 cac.agt.ca.......a.........g.a...-...g.a.....t.........g..c.tg.actc.taga......a.tg..a..........
3.2-rv3 ct.g.t.c.a.....a.............t...............t................................-................
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pJPe..3 AGCAGCA---GCAGCGTGTCGTCTTCCCGGCCATCGGCGCAACCTAGGTTCATTCAGCACAAGAAGGAGGCTTACTGGTTCTACAGGTTCTTATC
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 .......---.....................................................................................
3.2-rv ...---.gca.....................................................................................
3.2-rv2 .......gca.tc.a..cgtc.tac.ggccatcggccgc....t..................ag.a.ga.acatact.a...g.....a......
3.2-rv3 .......---.....................................................................................
pJPe..3 CATCGTATACGACCATGTCATCAATCCTGGGCATTGGACCGAGGATATGAGAGACGACGCTCTTGAGCCAGCGGATCTCAGCCATCCGGACATGC
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 ...............................................................................................
3.2-rv ...............................................................................................
3.2-rv2 ............a.catgtcatc.......a...........a.gatatgagagacgacgctc................................
3.2-rv3 ...............................................................................................
pJPe..3 GAGTGGTCGATGTCGGCGGCGGAACTGGTTTCACTACTCTGGGCATAGTCAAGACAGTGAAGGCCAAGAATGTGACCATTCTGGACCAGTCGCCA
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 ...............................................................................................
3.2-rv ...............................................................................................
3.2-rv2 .................................a.............................................................
3.2-rv3 ...............................................................................................
pJPe..3 CATCAGCTGGCCAAAGCAAAGCAAAAGGAGCCGTTGAAAGAATGCAAGATCGTCGAGGGAGATGCTGAGGATCTTCCTTTTCCAACCGATTATGC
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 ...............................................................................................
3.2-rv ..........................................................................c.t.ccaa.cgaat..gcg--
3.2-rv2 ...............................................................................................
3.2-rv3 ...............................................................................................
sAt-VTE3-527-rv

pJPe..3 TGACAGATACGTTTCTGCTGGAAGCATTGAGTACTGGCCGGACCCGCAGAGGGGAATAAGGGAAGCGTACAGGGTTCTCAAGATCGGTGGCAAAG
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 ........t.t....................................................................................
3.2-rv -a...aca..c..----------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 ............a..................................................................................
3.2-rv3 ...............................................................................................
sAt-VTE3-404-fw

pJPe..3 CGTGTCTCATCGGCCCTGTCTACCCAACCTTCTGGCTCTCTCGCTTCTTTTCTGATGTCTGG-ATGCTCTTCCCCAAGGAGGAAGAGTACATTGA
3.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-fw2 ..............................................................g................................
3.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 ..............................................................-................................
3.2-rv3 ..............................................................-................................
pJPe..3 GTGGTTCAAGAATGCCGGTTTCAAGGACGTTCAGCTCAAGAGGATTGGCCCCAAGTGGTACCGTGGTGTTCGCAGGCACGGCCTTATCATGGGAT
3.2-fw .a.taat..tcgaag.t.g..tc........................................................................
3.2-fw2 ................t.....................t........t..t..........tcgt.atg.tcgca....................
3.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 ............a..................................................................................
3.2-rv3 ...............................................................................................
pJPe..3 GTTCTGTCACTGGTGTTAAACCTGCCTCCGGTGACTCTCCTCTCCAGCTTGGTCCAAAGGAAGAGGACGTAGAGAAGCCTGTCAACAACCCCTTC
3.2-fw ...............................................................................................
3.2-fw2 ............t-...........t................ct..........a..g.a.ta..at....atag.ag.ctg.t..t..t.t...
3.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 ...............................................................................................
3.2-rv3 ...............................................................................................
pJPe..3 TCCTTCTTGGGACGCTTCCTCCTGGGAACTCTAGCAGCTGCCTGGTTTGTGTTAATCCCTATCTA----CATGTGGATCAAGGATCAGATCGT--
3.2-fw .................................................................----........................--
3.2-fw2 .......a..a-...g..t..a...a.ctct.........t.ct.g..tgag.tt.aat.cca.tcctta.ca..tgatc..a...g...tcgct
3.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 ......................................................tc..tatctaccaagt.atcaa.aa..ttgga---------
3.2-rv3 .................................................................----....gtc.gtc.t..ga---------
At-VTE3-H6_attB2-rv

At-VTE3-rv

pJPe..3 TCCCAAAGACCAACCCATCCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTcttgtacaaagttggcattataagaaagcattgcttatcaatttgttg
3.2-fw ...............................................................................................
3.2-fw2 ..ta.g....a.tgt....t----.ag...-----------------------------------------------------------------
3.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv3 -----------------------------------------------------------------------------------------------
T7-Promotor M13 reverse

pJPe..3 caacgaacaggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttGCCATCCAGCTGATATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTT
3.2-fw ...............................................................................................
3.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
3.2-rv3 -----------------------------------------------------------------------------------------------
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M13 reverse
pJPe..3 CCTG
3.2-fw ....
3.2-fw2 ----
3.2-rv ----
3.2-rv2 ----
3.2-rv3 ----
A.2.4 Sequenzierung von pJPentry-At-VTE4
Im sequenzierten Klon des Eingangsplasmids pJPentry-AtVTE4 gab es Abweichun-
gen von der Idealsequenz. Ein Nukleotidaustausch von T → G in der attP1-Sequenz
trat auf (1). Da das Transgen später in HaHR4-1 nachgewiesen werden konnte, scheint
sich dieser nicht negativ ausgewirkt zu haben.
M13 forward

pJPe..4 GTAA-------------AACGACGGCCAGTCTTAAGCTCGGGCCCCaaataatgattttattttgactgatagtgacctgttcgttgcaacacat
4.2-fw -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv t.tgacggcctccccttcgga..c.a.g.ag..tcc...ca..gtt...cgcgccg....a..g.c.cc.ataa.ttt.t..gcggaagg.c.t.
4.2-rv2 ....-------------...................................................................g.......a..
At-VTE4_attB1-fw

At-VTE4-fw

pJPe..4 tgatgagcaatgcttttttataatgccaactttGTACAAAAAAGCAGGCTCAATGAAAGCAACTCTA-------GCAGCACCCTCTTCTCTCACA
4.2-fw ----------------------------------------------------------------------------------------------c
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv .cg.c.a....t---------g.g.....gc..t.tt..---t...act.gtcaa.....ggg..a.gaaccact.t...g..c...t.t.tc.c
4.2-rv2 ................................a..................................-------.....................
sAt-VTE4+93-rv

pJPe..4 AGCCTCCCTTATCGAACCAACTCTTCTTTCGGCTCAAAGTCATCGCTTCTCTTTCGGTCTCCATCCTCCTCCTCCTCAGTCTCTATGACGACAAC
4.2-fw cct...agc.c.tatcgaccactc.tc..tc.gctc...........................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv .a...-......t......-..t.....--.............-......tc.................................g.cgaca---
4.2-rv2 ........g......t....a.t.agc.g.cc---------------------------------------------------------------
sAt-VTE4+205-fw

pJPe..4 GCGTGGAAACGTGGCTGTGGCGGCTGCTGCTACATCCACTGAGGCGCTAAGAAAAGGAATAGCGGAGTTCTACAATGAAACTTCGGGTTTGTGGG
4.2-fw ...............................................................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv a..c.tg..acgt.gctgt..............................g.......................................gtg...
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..4 AAGAGATTTGGGGAGATCATATGCATCATGGCTTTTATGACCCTGATTCTTCTGTTCAACTTTCTGATTCTGGTCACAAGGAAGCTCAGATCCGT
4.2-fw ...............................................................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..4 ATGATTGAAGAGTCTCTCCGTTTTGCCGGTGTTACTGATGAAGAGGAGGAGAAAAAGATAAAGAAAGTAGTGGATGTTGGGTGTGGGATTGGAGG
4.2-fw ...............................................................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..4 AAGCTCAAGATATCTTGCCTCTAAATTTGGAGCTGAATGCATTGGCATTACTCTCAGCCCTGTTCAGGCCAAGAGAGCCAATGATCTCGCGGCTG
4.2-fw ...............................................................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
sAt-VTE4-558-rv

pJPe..4 CTCAATCACTCGCTCATAAGGCTTCCTTCCAAGTTGCGGATGCGTTGGATCAGCCATTCGAAGATGGAAAATTCGATCTAGTGTGGTCGATGGAG
4.2-fw ...............................................................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
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pJPe..4 AGTGGTGAGCATATGCCTGACAAGGCCAAGTTTGTAAAAGAGTTGGTACGTGTGGCGGCTCCAGGAGGTAGGATAATAATAGTGACATGGTGCCA
4.2-fw ...............................................................................................
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
sAt-VTE4-376-fw

pJPe..4 TAGAAATCTATCTGCGGGGGAGGAAGCTTTGCAGCCGTGGGAGCAAAACATCTTGGACAAAATCTGTAAGACGTTCTATCTCCCGGCTTGGTGCT
4.2-fw ...............................................catct.g.aca..tc.g.ag.c.t.ca...cc.g.tt.-----.....
4.2-fw2 -----------------------------------------------------------------ca.tatatactc..........c.......
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..4 CCA-CCGATGATTATGTCAACTTGCTTCAATCCCATTCTCTCCAGGATATTAAGTGTGCGGATTGGTCAGAGAACGTAGCTCCTTTCTGGCCTGC
4.2-fw ..c-.gatgata---tg.c..........tc.attc..c.a----.-a.a........g.at.g.ccg...cgta----.....-......tgc-
4.2-fw2 ...c.gatgat.atg................................................................................
4.2-rv ...-...........................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..4 GGTTATACGGACTGCATTAACATGGAAGGGCCTTGTGTCTCTGCTTCGTAGTGGTATGAAAAGTATTAAAGGAGCATTGACAATGCCATTGATGA
4.2-fw -........-.....-.....--t.g.a.....g.gc..g..t.ga------..g......ga..agg.ca------.....tgc---c.tga..
4.2-fw2 ...............................................................................................
4.2-rv ...............................................................................................
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
At-VTE4-H6_attB2-rv

At-VTE4-rv

pJPe..4 TTGAAGGTTACAAGAAAGGTGTCATTAAGTTTGGTATCATCACTTGCCAGAAGCCACTCCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTcttgtaca
4.2-fw .ga.gtaca.a.g.gctt---------.a..g.a.c..c.tg.aa...t----.--.......c.--.....cg.ttt--tgaaag.gg.a..g.
4.2-fw2 ...............................................................................................
4.2-rv .ga.gtacaga...tcgtactgatg----------------------------------------------------------------------
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
pJPe..4 aagttggcattataagaaagcattgcttatcaatttgttgcaacgaacaggtcactatcagtcaaaataaaatcattatttGCCATCCAGCTGAT
4.2-fw .gt.gtat...g.gca..g..c.a-.gc.aa..c..t.gc.ccg..t.ctaggg.g---------------------------------------
4.2-fw2 ...............................................................................................
4.2-rv -----------------------------------------------------------------------------------------------
4.2-rv2 -----------------------------------------------------------------------------------------------
T7-Promotor M13 reverse

pJPe..4 ATCCCCTATAGTGAGTCGTATTACATGGTCATAGCTGTTTCCTG
4.2-fw --------------------------------------------
4.2-fw2 ............................................
4.2-rv --------------------------------------------
4.2-rv2 --------------------------------------------
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A.3 Sequenzierung des Zielplasmids pJP84-At-VTE1.1
Die Sequenzierung des Zielplasmids zeigt eindeutig, dass die Fusion des AtVTE1-ORF
mit dem mGFP-ORF erfolgreich war, denn es gibt keine INDELs zwischen beiden
Sequenzen. Es gibt jedoch nicht sequenzierte Bereiche (siehe Abbildung): Nukleobasen
46–66 im VTE1-ORF und ab Base 2228 um den Sequenzierprimer SJ_GFP-rev. Der
zweite Bereich lag dabei jedoch unangetastet vor, sodass einzig Fehler im Ausgangs-
plasmid zu einer Sequenzabweichung führen konnten.
Der nicht-sequenzierte Bereich am Beginn der hier dargestellten Sequenz ist nicht
wegzudiskutieren: Die Primerbindestelle existiert, weil das Transgen nachgewiesen
werden konnte, welche und wie viele Basen aber genau folgen, war nicht bestimmbar.
Wie im vorigen Abschnitt sind die in der dargestellten Sequenz liegenden Primer
als schwarze Pfeile eingezeichnet, die Leserahmen von AtVTE1 und mGFP 6 sind
hellgra bzw. weiß hinterlegt. Die Start- und Stoppkodons sowie die beiden Hexa-
Histidin-Markierungen hinter AtVTE1 und hinter mGFP 6 sind fett ausgezeichnet. Die
Füllsequenz zwischen beiden Leserahmen, die eine Fusion ermöglicht, ist ebenfals
eingezeichnet und beschriftet. Die att-sites sind in Kleinbuchstaben dargestellt.
At-VTE1.1_attB1-fw

At-VTE1.1-fw nicht-sequenzierter Abschnitt

pJP84-At-VTE1.1 GTACAAAAAAGCAGGCTCAATGGAGATACGGAGCTTGATTGTTTCTATGAACCCTAATTTATCTTCCTTTGAGCTCTCTCGCCCT
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw ------------------------------------------------------------TATCTTCTTTGAGCTCTCTCGCCCT
pJP84-At-VTE1.1 GTATCTCCTCTCACTCGCTCACTAGTTCCGTTCCGATCGACTAAACTAGTTCCCCGCTCCATTTCTAGGGTTTCGGCGTCGATCT
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw GTATCTCCTCTCACTCGCTCACTAGTTCCGTTCCGATCGACTAAACTAGTTCCCCGCTCCATTTCTAGGGTTTCGGCGTCGATCT
pJP84-At-VTE1.1 CCACCCCGAATAGTGAAACTGACAAGATCTCCGTTAAACCTGTTTACGTCCCGACGTCTCCCAATCGCGAACTCCGGACTCCTCA
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw CCACCCCGAATAGTGAAACTGACAAGATCTCCGTTAAACCTGTTTACGTCCCGACGTCTCCCAATCGCGAACTCCGGACTCCTCA
CD_At-VTE1-fw

pJP84-At-VTE1.1 CAGTGGATACCATTTCGATGGAACACCTCGGAAGTTCTTCGAGGGATGGTATTTCAGGGTTTCCATCCCAGAGAAGAGGGAGAGT
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw CAGTGGATACCATTTCGATGGAACACCTCGGAAGTTCTTCGAGGGATGGTATTTCAGGGTTTCCATCCCAGAGAAGAGGGAGAGT
pJP84-At-VTE1.1 TTTTGTTTTATGTATTCTGTGGAGAATCCTGCATTTCGGCAGAGTTTGTCACCATTGGAAGTGGCTCTATATGGACCTAGATTCA
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw TTTTGTTTTATGTATTCTGTGGAGAATCCTGCATTTCGGCAGAGTTTGTCACCATTGGAAGTGGCTCTATATGGACCTAGATTCA
pJP84-At-VTE1.1 CTGGTGTTGGAGCTCAGATTCTTGGCGCTAATGATAAATATTTATGCCAATACGAACAAGACTCTCACAATTTCTGGGGAGATCG
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw CTGGTGTTGGAGCTCAGATTCTTGGCGCTAATGATAAATATTTATGCCAATACGAACAAGACTCTCACAATTTCTGGGGAGATCG
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pJP84-At-VTE1.1 ACATGAGCTAGTTTTGGGGAATACTTTTAGTGCTGTGCCAGGCGCAAAGGCTCCAAACAAGGAGGTTCCACCAGAGGAATTTAAC
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw ACATGAGCTAGTTTTGGGGAATACTTTTAGTGCTGTGCCAGGCGCAAAGGCTCCAAACAAGGAGGTTCCACCAGAGGAATTTAAC
pJP84-At-VTE1.1 AGAAGAGTGTCCGAAGGGTTCCAAGCTACTCCATTTTGGCATCAAGGTCACATTTGCGATGATGGCCGTACTGACTATGCGGAAA
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw AGAAGAGTGTCCGAAGGGTTCCAAGCTACTCCATTTTGGCATCAAGGTCACATTTGCGATGATGGCCGTACTGACTATGCGGAAA
pJP84-At-VTE1.1 CTGTGAAATCTGCTCGTTGGGAGTATAGTACTCGTCCC-GTTTACGGTTGGGGTGATGTTGGGGCCAAACAGAAGTCAACTGCAG
84.1-gfp-rv --------TCTGCTCGTTGGGAGTATAGTACTCGTCCCGGTTTACGGTTGGGGTGATGTTGGGGCCAAACAGAAGTCAACTGCAG
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw CTGTGAAATCTGCTCGTTGGGAGTATAGTACTCGTCCC-GTTTACGGTTGGGGTGATGTTGGGGCCAAACAGAAGTCAACTGCAG
pJP84-At-VTE1.1 GCTGGCCTGCAGCTTTTCCTGTATTTGAGCCTCATTGGCAGATATGCATGGCAGGAGGCCTTTCCACAGGGTGGATAGAATGGGG
84.1-gfp-rv GCTGGCCTGCAGCTTTTCCTGTATTTGAGCCTCATTGGCAGATATGCATGGCAGGAGGCCTTTCCACAGGGTGGATAGAATGGGG
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw GCTGGCCTGCAGCTTTTCCTGTATTTGAGCCTCATTGGCAGATATGCATGGCAGGAGGCCTTTCCACAGGGTGGATAGAATGGGG
pJP84-At-VTE1.1 CGGTGAAAGGTTTGAGTTTCGGGATGCACCTTCTTATTCAGAGAAGAATTGGGGTGGAGGCTTCCCAAGAAAATGGTTTTGGGTC
84.1-gfp-rv CGGTGAAAGGTTTGAGTTTCGGGATGCACCTTCTTATTCAGAGAAGAATTGGGGTGGAGGCTTCCCAAGAAAATGGTTTTGGGTC
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw CGGTGAAAGGTTTGAGTTTCGGGATGCACCTTCTTATTCAGAAAA----------------------------------------
CD_At-VTE1-rv

pJP84-At-VTE1.1 CAGTGTAATGTCTTTGAAGGGGCAACTGGAGAAGTTGCTTTAACCGCAGGTGGCGGGTTGAGGCAATTGCCTGGATTGACTGAGA
84.1-gfp-rv CAGTGTAATGTCTTTGAAGGGGCAACTGGAGAAGTTGCTTTAACCGCAGGTGGCGGGTTGAGGCAATTGCCTGGATTGACTGAGA
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 CCTATGAAAATGCTGCACTGGTTTGTGTACACTATGATGGAAAAATGTACGAGTTTGTTCCTTGGAATGGTGTTGTTAGATGGGA
84.1-gfp-rv CCTATGAAAATGCTGCACTGGTTTGTGTACACTATGATGGAAAAATGTACGAGTTTGTTCCTTGGAATGGTGTTGTTAGATGGGA
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 AATGTCTCCCTGGGGTTATTGGTATATAACTGCAGAGAACGAAAACCATGTGGTGGAACTAGAGGCAAGAACAAATGAAGCGGGT
84.1-gfp-rv AATGTCTCCCTGGGGTTATTGGTATATAACTGCAGAGAACGAAAACCATGTGGTGGAACTAGAGGCAAGAACAAATGAAGCGGGT
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 ACACCTCTGCGTGCTCCTACCACAGAAGTTGGGCTAGCTACGGCTTGCAGAGATAGTTGTTACGGTGAATTGAAGTTGCAGATAT
84.1-gfp-rv ACACCTCTGCGTGCTCCTACCACAGAAGTTGGGCTAGCTACGGCTTGCAGAGATAGTTGTTACGGTGAATTGAAGTTGCAGATAT
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 GGGAACGGCTATATGATGGAAGTAAAGGCAAGGTGATATTAGAGACAAAGAGCTCAATGGCAGCAGTGGAGATAGGAGGAGGACC
84.1-gfp-rv GGGAACGGCTATATGATGGAAGTAAAGGCAAGGTGATATTAGAGACAAAGAGCTCAATGGCAGCAGTGGAGATAGGAGGAGGACC
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 GTGGTTTGGGACATGGAAAGGAGATACGAGCAACACGCCCGAGCTACTAAAACAGGCTCTTCAGGTCCCATTGGATCTTGAAAGC
84.1-gfp-rv GTGGTTTGGGACATGGAAAGGAGATACGAGCAACACGCCCGAGCTACTAAAACAGGCTCTTCAGGTCCCATTGGATCTTGAAAGC
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
At-VTE1.1_attB2-rv

At-VTE1.1-rv

Füllsequenz
pJP84-At-VTE1.1 GCCTTAGGTTTGGTCCCTTTCTTCAAGCCACCGGGTCTGCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTcttgtacaaagtggtTGA
84.1-gfp-rv GCCTTAGGTTTGGTCCCTTTCTTCAAGCCACCGGGTCTGCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGA
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv ----AGGTTTGGTCCCTTTCTTCAAGCCACCGGGGTCTGCATCACCATCACCATCACACCCAGCTTTCTTGTACAAAGTGGTTGA
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
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Füllsequenz
pJP84-At-VTE1.1 TAGCTTGGCGCGCCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCGGTAGAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAAT
84.1-gfp-rv TAGCTTGGCGCGCCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCGGTAGAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAAT
84.1-vte-fw --GCTTGGCGCGCCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCGGTAGAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAAT
84.1-rv TAGCTTGGCGCGCCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCGGTAGAAAAAATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGTTGTCCCAAT
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
SJ_gfpSTART-Rev

pJP84-At-VTE1.1 TCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTT
84.1-gfp-rv TCTTGTTGAATTAGATGGTGATGT-------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw TCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTT
84.1-rv TCTTGTTGAATTAGATGGTGATGTTAATGGGCACAAATTTTCTGTCAGTGGAGAGGGTGAAGGTGATGCAACATACGGAAAACTT
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 ACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACCCTGGTCACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCT
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw ACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACCCTGGTCACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCT
84.1-rv ACCCTTAAATTTATTTGCACTACTGGAAAACTACCTGTTCCATGGCCAACCCTGGTCACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCT
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 TCTCCCGTTACCCTGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTT
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw TCTCCCGTTACCCTGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTT
84.1-rv TCTCCCGTTACCCTGATCATATGAAGCGGCACGACTTCTTCAAGAGCGCCATGCCTGAGGGATACGTGCAGGAGAGGACCATCTT
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 CTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGA
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw CTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGA
84.1-rv CTTCAAGGACGACGGGAACTACAAGACACGTGCTGAAGTCAAGTTTGAGGGAGACACCCTCGTCAACAGGATCGAGCTTAAGGGA
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 ATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACA
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw ATCGATTTCAAGGAGGACGGACACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACACTCCCACAACGTATACTTCATGGGCCGACA
84.1-rv ATCGATTTCAAGGAGGACGGAAACATCCTCGGCCACAAGTTGGAATACAACTACAACTCCCACAACGTATACATCATGGCCGACA
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 AGCAAAAGAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACA
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw AGCAAAAG-----------------------------------------------------------------------------
84.1-rv AGCAAAAGAACGGCATCAAAGCCAACTTCAAGACCCGCCACAACATCGAAGACGGCGGCGTGCAACTCGCTGATCATTATCAACA
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
pJP84-At-VTE1.1 AAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAAC
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv AAATACTCCAATTGGCGATGGCCCTGTCCTTTTACCAGACAACCATTACCTGTCCACACAATCTGCCCTTTCGAAAGATCCCAAC
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
nicht-sequenzierter Abschnitt SJ_GFP-rev nicht-sequenzierter Abschnitt

pJP84-At-VTE1.1 GAAAAGAGA-GACCACATGGTCCTTCTTGAGTTTGTAACAGCTGCTGGGATTACACATGGCATGGATGAACTATACAAACACCAC
84.1-gfp-rv -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-vte-fw -------------------------------------------------------------------------------------
84.1-rv GAAAAGAGA-GACCACATGT-----------------------------------------------------------------
84.1-fw -------------------------------------------------------------------------------------
nicht-sequenzierter Abschnitt
pJP84-At-VTE1.1 CACCACCACCACTAA
84.1-gfp-rv ---------------
84.1-vte-fw ---------------
84.1-rv ---------------
84.1-fw ---------------
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A.4 Alinierung der ACT2-Sequenzen von Arabidopsis und
Sonnenblume
Die Diskussion dieser Alinierung erfolgt im Abschnitt 4.10 auf Seite 105. Alinierung
der ACT2-Sequenzen von Ha und At. Unterschiede in der Sequenz und die Lage der
Primer CD_HaACT2-fw und -rv sind angegeben.
HaACT2 ATGGCCGACGCCGAGGATATTCAGCCCCTTGTTTGCGACAATGGAACCGGGATGGTGAAGGCTGGATTTG
AtACT2 .....t..g..t..t........a..aa.c..g..t........t.....t...................
HaACT2 CCGGTGATGATGCTCCAAGGGCTGTCTTTCCAAGTATCGTAGGTAGACCACGACACACTGGTGTTATGGT
AtACT2 .a..a...........c........t.....c...g.t..t.....g...a....tca......c.....
HaACT2 TGGCATGGGCCAAAAAGATGCTTATGTCGGAGATGAAGCACAATCAAAGAGAGGTATTCTTACCTTGAAG
AtACT2 ...g...aa...g..g.....a.....t..t..............c........................
HaACT2 TATCCTATTGAACACGGTATTGTCAGCAACTGGGATGACATGGAAAAGATCTGGCATCACACTTTCTACA
AtACT2 ...........g..t...g....t..............t...............................
HaACT2 ACGAGCTTCGTGTTGCTCCTGAAGAGCATCCCGTTCTTCTCACTGAGGCACCATTGAATCCCAAGGCCAA
AtACT2 .t.........a................c..t........t..c.....t..tc.t..c..a........
CD_Ha-ACT2-fw
HaACT2 CAGGGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCGAAACCTTCAACGTTCCCGCCATGTATGTTGCCATCCAGGCC
AtACT2 ...a...........t..a........t..g.....t...tc......t........c........a..t
HaACT2 GTGCTTTCCCTCTATGCCAGTGGTCGTACAACAGGTATTGTGCTGGATTCCGGAGATGGTGTGTCACATA
AtACT2 ..t..c...t.g..c.................c.................t..t...........t..c.
HaACT2 CGGTTCCAATTTATGAAGGTTACGCACTTCCTCATGCCATCCTACGTCTTGATCTCGCTGGTCGTGACCT
AtACT2 .t..g.....c..c..g....t.t.t.................c........c..t.....a........
HaACT2 TACCGACTCACTGATGAAGATCTTGACCGAAAGAGGTTACATGTTCACAACCACTGCCGAACGGGAAATT
AtACT2 ...t..t.ac..c.........c.t..a..g.................c..a..a..a..g.........
HaACT2 GTCCGTGACATGAAGGAAAAGCTTGCATATGTCGCTCTTGACTACGAGCAAGAGCTCGAAACCGCAAAAA
AtACT2 ..aa.a.....c.....g.....ct.c.t...t...g.............g...a.g......t....g.
HaACT2 GCAGCTCGTCTGTCGAAAAGAACTATGAATTGCCCGATGGACAAGTTATCACAATCGGAGCAGAGAGATT
AtACT2 c......t..ca....g..............a........g.....c.....g..t..t..t........
HaACT2 CCGTTGCCCTGAGGTTCTGTTCCAGCCATCTTTGATTGGAATGGAAGCTGCTGGTATTCATGAGACCACT
AtACT2 .a.a.....a..a..ct..........c..g..tg.g.................a..c..c.....a..c
HaACT2 TACAACTCCATCATGAAGTGTGATGTCGATATCAGGAAGGACCTTTACGGTAACATTGTTCTCAGTGGTG
AtACT2 ..t.....a.................g..............t..g..............g..........
HaACT2 GATCAACTATGTTCCCTGGTATAGCTGACAGGATGAGCAAGGAAATCACGGCTCTTGCCCCGAGCAGCAT
AtACT2 ..a.c.........t.a.....c......c.t........a........a..a.....a..a........
CD_Ha-ACT2-rv
HaACT2 GAAGATCAAGGTGGTTGCTCCTCCAGAGAGAAAGTACAGTGTCTGGATCGGAGGATCTATCCTTGCATCA
AtACT2 ......t.....c.....a..a..t..a..g....................t..t..c..t.....t..c
HaACT2 CTCAGCACCTTCCAACAGATGTGGATCTCCAAGGGTGAATATGACGAGTCGGGCCCATCCATTGTCCACC
AtACT2 ........a.....g...................cc..g.....t...g.a..t...gga..c..t...a
HaACT2 GGAAGTGCTTCTAA
AtACT2 .a..a..t......
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A.5 Vergleich der Datenbankeinträge mit den genutzten
Sonnenblumen
Die Auswertung der Quelle (Kost, 2012) ﬁndet sich im Abschnitt 4.1.1 auf Seite 66.
Abbildung A.8: Zwischen den erhaltenen Sequenzen und der jeweiligen Matrize auftretende Sequenz-
abweichungen. Die erhaltenen Sequenzen wurden mit der Sequenz des jeweiligen Datenbankeintrags
für das entsprechende Gen mittels local alignment verglichen. Die Tabelle enthält eine Zusammen-
fassung der auftretenden Sequenzabweichungen. Sofern diese Exons betreffen, ist angegeben, welche
Änderungen dies in der Proteinsequenz verursacht (aus Kost, 2012).
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A.6 Sequenzierung der cDNA mittels CD_At-VTE1
Das Ergebnis dieser Sequenzierung wird in Abbildung ?? auf Seite ?? und im Ab-
schnitt 5.3.1 auf Seite 152 besprochen, die Ausgabe von T-Coffee ﬁndet sich im digi-
talen Anhang unter: ./Anhang_digital/Bioinformatik/TC/GEA/CD_AtVTE1.
score_html. Die Introngrenzen von Arabidopsis und die zur Ampliﬁkation und
Sequenzierung genutzten Primer sind eingezeichnet. Punkte stellen zu AtVTE1 identi-
sche Basen dar. Die Sequenzen der gewonnenen cDNA aus HaHR1.1-2 (SEQ-fw und
SEQ-rv) sind AtVTE1 (1. Zeile) deutlich ähnlicher als HaVTE1 (letzte Zeile).
CD_At-VTE1-fw
AtVTE1 AACACCTCGGAAGTTCTTCGAGGGATGGTATTTCAGGGTTTCCATCCCAGAGAAGAGGGAGAGTTTTTGTTTTAT
SEQ-fw cca ... ......................
SEQ-rv tt ..ca...
HaVTE1 g..ta.aa....a..t..t.....t.....c..t.a......a..a.....ac.a..ac.a..c..c..c.....
AtVTE1 GTATTCTGTGGAGAATCCTGCATTTCGGCAGAGTTTGTCACCATTGGAAGTGGCT CTATATGGACCTAGATTCA
SEQ-fw ....................................................... ...................
SEQ-rv .................a..................................... ...................
HaVTE1 .........t...........t..caaaa..gac..a a.tat..t.g..caa..a.agc.......gc.c..t.
AtVTE1 CTGGTGTTGGAGCTCAGATTCTTGGCGCTAATGATAAATATTTATGCCAATACGAACAAGACTCTCACAATTTCT
SEQ-fw ...........................................................................
SEQ-rv ...........................................................................
HaVTE1 ....a..............c.....g...c....c..g..ca.t.........tc.a....a........c..t.
Intron 2

AtVTE1 GGGGAGATCGACATGAGCTAGTTTTGGGGAATACTTTTAGTGCTGTGCCAGGCGCAAAGGCTCCAAACAAGGAGG
SEQ-fw ...........................................................................
SEQ-rv ...........................................................................
HaVTE1 .....ag...g........ga.gc.t..a...t.........tgcaaa....aaagc..c.........gt..a.
Intron 3

AtVTE1 TTCCACCAGAGGAATTTAACAGAAGAGTGTCCGAAGGGTTCCAAGCTACTCCATTTTGGCATCAAGGTCACATTT
SEQ-fw ...........................................................................
SEQ-rv ...........................................................................
HaVTE1 .......cc...tt.....tcag..g...att.....a.......t......cc.g............tt...cc
Intron 4

AtVTE1 GCGATGATGGCCGTACTGACTATGCGGAAACTGTGAAATCTGCTCGTTGGGAGTATAGTACTCGTCCCGTTTACG
SEQ-fw .............................
SEQ-rv ...........................................................................
HaVTE1 .t........aa.g..aagt.....t........a...a....a...........c..c..a..c..t.....t.
AtVTE1 GTTGGGGTGATGTTGGGGCCAAACAGAAGTCAACTGCAGGCTGGCCTGCAGCTTTTCCTGTATTTGAGCCTCATT
SEQ-fw
SEQ-rv ...........................................................................
HaVTE1 .............a...t.t...........c..a..t.......t...t.................a.......
Intron 5

AtVTE1 GGCAGATATGCATGGCAGGAGGCCTTTCCACAGGGTGGATAGAATGGGGCGGTGAAAGGTTTGAGTTTCGGGATG
SEQ-fw
SEQ-rv ...........................................................................
HaVTE1 ....a...........t..c..a..c..a.....t........g.....t.a......a.a......cgaa....
Intron 6

AtVTE1 CACCTTCTTATTCAGAGAAGAATTGGGGTGGAGGCTTCCCAAGAAAATGGTTTTGGGTCCAGTGTAATGTCTTTG
SEQ-fw
SEQ-rv ..............................................................
HaVTE1 .t..........gt....................t..t..t.....g...........t..a............a
CD_At-VTE1-rv
AtVTE1 AAGGGGCAACTGGAGAAGTTGCTTTAACCGCA
SEQ-fw ..t.tg
SEQ-rv t.t.
HaVTE1 ....a....g...........g...g..ttgt
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In Abbildung A.9 ist zu erkennen, dass mittels der Primer CD_At-VTE1-fw/rv
ein Ampliﬁkat von der aus HAHR1.1-2 gewonnenen cDNA erzeugt werden konnte.
Dies funktionierte nicht mit Primern, die speziﬁsch die Ha-Sequenz nachweisen. Das
Transgen wurde also exprimiert.
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Abbildung A.9: AGE, 1,5 % Agarose, 1000ms exponiert. Die PCR wurde mit 40 Zyklen und den Primern
CD_At-VTE1-fw und CD_At-VTE1-rv, sowie CD_Ha-VTE1-fw und CD_Ha-VTE1-rv durchgeführt.
Auf der linken Seite ist cDNA aus der Linie HaHR1.1-2, jeweils im Schwachlicht (h) und im Dunkeln (d)
inkubiert, und 1:10 verdünnt aufgetragen. In der Mitte wurde als Negativkontrolle H2O eingesetzt, auf
der rechten Seite At- (AtG) und Ha-gDNA (HaW). Diese Matrizen wurden jeweils mit dem At- und dem
Ha-Primerpaar kombiniert, um eine eventuelle Kreuzreaktivität dieser Primerpaare auszuschließen.
Keines der Primerpaare ampliﬁziert auf der gDNA der anderen Art. Die Ampliﬁkate auf der zum
Primerpaar gehörigen gDNA haben jedoch stets die korrekte Größe (in bp, gefüllte Dreiecke). Die
Primer für Ha-Sequenzen erbringen jedoch keine Ampliﬁkate auf Ha-cDNA (links), was für ein sehr
geringes Expressionslevel der natürlichen mRNA spricht (601 bp erwartet, offenes Dreieck) und ein
Ampliﬁkat der falschen Größe (rechts, 1202 bp erwartet, offenes Dreieck) auf Ha-gDNA. Letzteres
könnte jedoch an einer nicht in Erwägung gezogenen Sequenz der Sonnenblumen-DNA liegen.26
In der Linie wird eine mRNA gebildet, die das Transgen AtVTE1 enthält, aber nicht von Sonnenblume
stammt. Eine mRNA von HaVTE1 ist nicht nachweisbar.
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A.7 Sequenzierung von Ha-gDNA
Um weitere Hinweise auf das Vorhandensein und die genaue Sequenz von Ha-
VTE2 zu erlangen, wurde gereinigte Ha-gDNA mittels der Primer At-VTE2-fw und
At-VTE2-Cfus-rv sequenziert. Dabei kamen zwei etwa 300 bp lange Sequenzen
heraus, deren Information im Folgenden ausgewertet wird.
A.7.1 Sequenzierung mittels At-VTE2-fw
1 GAAGCAGAAT CTAAAGCTCC ACTCTTTATC AGAAATCCGA GTTCTGCGTT
51 GTGATTCGAG TAAAGTTGTC GCAAAACCGA AGTTTAGGAA CAATCTTGTT
101 AGGCCTGATG GTCAAGGATC TTCATTGTTG TTGTATCCAA AACATAAGTC
151 GAGATTTCGG GTTAATGCCA CTGCGGGTCA GCCTGAGGCT TTCGACTCGA
201 ATAGCAAACA GAAGTCTTTT AGAGACTCGT TAGATGCGTT TTACAGGTTT
251 TCTAGGCCTC ATAC
Die gewonnene, 264 bp lange Sequenz wurde mittels BLAST einmal gegen die
komplette Nukleotidsammlung (./Sequenzen/HPT/SEQ-At-VTE2-fw-NR.txt)
und einmal gegen die EST-Sammlung gestellt (./Sequenzen/HPT/SEQ-At-VTE2-
fw-EST.txt). Dabei wurde jedesmal die Einstellung „highly similar sequences“
(megablast) genutzt, da nicht nach homologen Genen gesucht werden sollte, sondern
nach möglichst ähnlichen Sequenzen.
A.7.2 Sequenzierung mittels At-VTE2-Cfus-rv
1 CCAATCCATA TGACATATAA CATGAAGTTA TTTCGGTTTT GCTACTCAGA
51 TCAACGGACT TAGCTCGAGC CCACAAAGTT GTTGCGAGTA TAACATGACC
101 CACAACCGAG ATGACTTTGC TCCATATGAA TGGAGATGTG GCTCCAACTA
151 GAATTGCAAC AGCGTAAGCC ATTTGAAGTA GTGTAACACA TGTCCAAAAC
201 ACCCGTTTCT GACCCAGAGT TACAGAGAAT GATCGGATTC CGAATATCTT
251 ATCCCCTTCG ATATCAGGTA T
Die zweite, 271 bp lange Sequenz wurde durch Sequenzierung vom 3’-Ende gewonnen.
Aliniert man den ersten Treffer in der Heliagene-Datenbank, Ha412v1r1_09g010790,
mit einem E-Wert von 0,059, erhält man kaum ausgedehnte Übereinstimmungen in
der Nukleotidsequenz (./Anhang_digital/Bioinformatik/HPT/Heliagene-
DB/AtVTE2--HA9:60279913-60283148.html).
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Tabelle A.6: Vergleich der Punktzahl (T-Coffee-score) verschiedener HPT-Proteinsequenzen. Je höher
die Punktzahl, desto ähnlicher sind sich die Sequenzen zueinander. Ohne die Sonnenblumen-Sequenzen
in die Analyse einzubeziehen waren die Punktzahlen höher (letzte Spalte), als wenn sie dabei waren
(zweitletzte Spalte).
Akzessionsnummer Organismus alle ohne SB
AT1G02500.1 Arabidopsis thaliana 59
NP_849984.1 Arabidopsis thaliana 56 85
ADJ21814.1 Solanum tuberosum 56 83
AFB74211.1 Brassica napus 56 84
AFB74212.1 Brassica napus 56 84
ACC77744.1 Manihot esculenta 58 82
BAH10640.1 Hevea brasiliensis 57 90
NP_001241496.1 Glycine max 57 86
ACN78585.1 Lactuca sativa 56 81
ACE80263.1 Angelica gigas 57 91
NP_001267827.1 Vitis vinifera 57 90
NP_001306613.1 Sesamum indicum 56 86
ACC86836.1 Coriandrum sativum 57 89
NP_001238372.1 Glycine max 55 83
ABB70125.1 Cuphea avigera var. pulcherrima 54 91
ACN81039.1 Linum usitatissimum 64 100
AHL26475.1 Elaeis oleifera 56 86
XP_003610087.2 Medicago truncatula 55 84
09g010770 (*2e-110) 60
10g056890 (*2e-99) 62
10g057590 (*1e-55) 58
13g016310 (*7e-50) 59
10g057890 (*3e-44) 58
09g029410 (6e-42) 58
09g010790 (*2e-42) 54
12g046800 (2e-39) 58
09g029530 (5e-36) 50
12g006130 (*4e-35) 49
09g010780 (*8e-35) 67
09g029400 (2e-34) 48
13g009440 (2e-30) 57
10g056640 (7e-29) 60
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10g056690 (*3e-24) 56
12g006300 (*9e-23) 64
13g009440 (2e-30) 62
10g030210 (*7e-09) 48
06g019440 (*9e-09) 47
00g004320 (*3e-06) 45
Konsensus 58 93
A.8 Verwandte Synthesewege
Die Enzyme des Tocopherol-Synthesewegs sind promiskuitiv und insbesondere der
Tocotrienol-Syntheseweg nutzt die Enzyme des Tocopherol-Synthesewegs mit. Die
Unterscheidung zwischen dem eingeschlagenen Syntheseweg ﬁndet jeweils zu Beginn
statt.
Abbildung A.10: Die Tocopherol-Syntheseenzyme sind zum Teil promiskuitiv, verwenden also unter-
schiedliche Substrate. Neben dem Phyllochinon-Weg ist insbesondere der Tocotrienol-Syntheseweg
analog zur Tocopherol-Synthese aufgebaut. Die Entscheidung, welcher Syntheseweg gewählt wird, wird
im jeweils ersten Schritt getroffen (bearbeitet nach KEGG).
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A.9 Wachstum bei Kältestress
Im Abschnitt 4.8.3.1 auf Seite 130 beﬁndet sich die Zusammenstellung der Ergebnisse
zu diesem Thema.
Abbildung A.11: Kälteinkubierte Haarwurzeln nach drei Wochen bei normaler Temperatur. Die Petri-
schalen hatten einen Durchmesser von eta 9 cm.
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Tabelle A.8: Längenzunahme in Pixeln einzelner Segmente verschiedener Haarwurzellinien bei 8 ◦C.
Dargestellt sind die Mittelwerte vierer bis fünfer Segmente und die zugehörigen Standardabweichungen.
Linie 3 Wochen 5 Wochen 8 Wochen
HaHR0.5 43±49 12±14 3±6
HaHR0.8 84±49 0 0
HaHR1.1-2 57±19 78±24 101±44
HaHR2.1-4 124±61 104±24 81±12
HaHR3-2 104±42 54±27 57±29
HaHR4-1 53±39 17±19 18±23
A.10 Bildbearbeitung
Wie in 3.2 auf Seite 35 erläutert, werden die gescannten Bilder der Haarwurzeln
graﬁsch weiterverarbeitet. Dies dient einerseits dazu, Details besser erkennbar zu
machen und den Hintergrund zu reduzieren, andererseits dazu, Farbe zu sparen und
den Schwarzanteil der gedruckten Bilder zu verringern.
Die Haarwurzeln wurden in zwei Varianten mittels eines Flachbettscanners eingelesen:
in Normalfarben (siehe Abbildung A.12.1) und mit einer blauen Moosgummiplatte
darüber (siehe Abbildung A.12.2). Blau ist eine Farbe, die in den meisten Lebewesen
und Pﬂanzenproben nicht auftritt und einen guten Farbkontrast zu den meisten
Gewebeproben liefert. Daher eignet sie sich gut zur Weiterverarbeitung.
A.12.1 Ausgangsbild in Normalfarben A.12.2 Ausgangsbild mit blauem Hintergrund
Abbildung A.12: Bilderstrecke zur Bildverarbeitung: Links: Originalbilder, Mitte: Bilder nach dem
Kanalmixer, rechts, Echtfarbenbild ohne Hintergrund.
Das Echtfarbenbild ohne Hintergrund wird zunächst nicht weiter benutzt. Das Bild mit
blauem Hintergrund wird mit dem Kanalmixer von GiMP 2.8 in ein monochromes
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umgerechnet, und zwar mit folgenden Einstellungen: Rotkanal 75, 4, Grünkanal 13, 5
und Blaukanal −70. Das bedeutet, dass alle blauen Bildteile (vor allem die transparente
Petrischale) sehr schwarz dargestellt werden, die Rot- und Grünanteile jedoch ins
Weiße verschoben werden. Diese beiden Einstellungen werden jedesmal von Hand
vorgenommen, um Spiegelungen möglichst schwarz erscheinen zu lassen, aber keine
ﬁligranen Wurzelteile zu verlieren (siehe Abbildung A.12.3). Die störenden Umran-
dungen durch die Petrischale können auf diesem Bild manuell mit schwarz übermalt
werden, damit diese ebenfalls unsichtbar werden. Soll nun lediglich eine Wachstums-
geschwindigkeit oder eine Länge der Haarwurzeln veranschaulicht werden, so wird
dieses Bild invertiert. Schwarz wird zu weiß und umgekehrt (siehe A.12.4). So wer-
den ausgedehnte schwarze Flächen im Druckbild vermieden und Farbe kann gespart
werden.
A.12.3 Reduktion auf Schwarz-weiß mittels Ka-
nalmixer: R 75, 4, G 13, 5, B −70.
A.12.4 Farbinversion
Wenn die Farbe der Haarwurzeln entscheidend ist, kann das aus dem Kanalmixer
stammende Bild als so genannte Ebenenmaske eingesetzt werden. Dabei werden die
schwarzen Teile unsichtbar, die weißen jedoch sichtbar: Das Originalbild erscheint mit
allen Farbinformationen aber ohne störenden Hintergrund (siehe Abbildung A.12 auf
der nächsten Seite).
A.11 Tocopherolmessung in Haarwurzel-Gewebeproben
In diesem Abschnitt sind die Einzelmesswerte der Tocopherol-Bestimmungen aus dem
Ergebnisteil tabellarisch zusammengestellt.
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Abbildung A.12: Auf das Ausgangsbild angewandte Ebenenmaske: Die Echtfarben sind erhalten, der
Hintergrund ist transparent.
A.11.1 Normalbedingungen
Die Ergebnisse sind unter 4.10.1 auf Seite 139 diskutiert. Abbildung 4.58 auf Seite 141
zeigt diese Ergebnisse in graﬁscher Form.
A.11.2 Verringerte Kohlenstoffquelle
Die Ergebnisse sind in Abschnitt 4.10.2 auf Seite 140 diskutiert. Abbildung 4.59 auf
Seite 141 zeigt diese Ergebnisse in graﬁscher Form.
A.11.3 Einsatz von Cytokininen
Die Ergebnisse sind unter 4.10.3 auf Seite 140 diskutiert. Abbildung 4.60 auf Seite 142
zeigt diese Ergebnisse in graﬁscher Form.
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Tabelle A.9: α-Tocopherol-Gehalt einiger Haarwurzellinien bei Inkubation in Licht oder im Dunkeln
mit 3% Sucrose. Dargestellt ist der α-Tocopherol-Gehalt in ng/g für jede Linie und die beiden Einzel-
messungen vom Februar und April 2016. 0 bedeutet, dass der Messwert vorliegt, aber nicht über der
unteren Nachweisgrenze liegt, eine leere Zellen bedeutet, dass kein Messwert vorliegt.
Dunkelinkubation Lichtinkubation
Linie Februar März Februar März
0.5 136 0
0.8 163 40
0.10 150 35
1.1-1 94 350 185 129
1.1-2 41 102 177 138
2.1-2 138 69 81 174
2.1-4 89 114 93 128
3-2 188 259 118 92
4-1 224 150 0 78
4-2 203 207 0 68
Tabelle A.11: α-Tocopherol-Gehalt einiger Haarwurzellinien bei Inkubation in Licht oder im Dunkeln
mit verringerter Kohlenstoffquelle (0,5% Sucrose). Dargestellt ist der α-Tocopherol-Gehalt in ng/g
für jede Linie und die beiden Einzelmessungen vom Februar und März 2016. 0 bedeutet, dass der
Messwert vorliegt, aber nicht über der unteren Nachweisgrenze liegt, eine leere Zellen bedeutet, dass
kein Messwert vorliegt.
Dunkelinkubation Lichtinkubation
Linie Februar März Februar März
0.5 0 113 0 593
0.8 265 30 0 369
0.10 0 602 0 239
1.1-1 508 835 0 382
1.1-2 224 160 477 298
2.1-2 321 84 286 577
2.1-4 151 623 0 78
3-2 452 439 982 0
4-1 502 494 0 68
4-2 320 121
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Tabelle A.13: α-Tocopherol-Gehalt einiger Haarwurzellinien bei Inkubation in Licht oder im Dunkeln
mit 1μm 6-BAP. Dargestellt ist der α-Tocopherol-Gehalt in ng/g für jede Linie und die beiden Einzel-
messungen vom März und April 2016. 0 bedeutet, dass der Messwert vorliegt, aber nicht über der
unteren Nachweisgrenze liegt, eine leere Zellen bedeutet, dass kein Messwert vorliegt.
Dunkelinkubation Lichtinkubation
Linie März April März April
0.5 453 455 0 0
0.8 316 317 2730 89
0.10 0 51 0 0
1.1-1 876 248 816 0
1.1-2 545 163 0 263
2.1-2 1286 1490 0 90
2.1-4 506 19 0 0
3-2 817 375 1718 1029
4-1 0 0 284 1018
4-2 620 423
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A.12 Unbearbeitete Bilder
In diesem Abschnitt sind die unbearbeiteten Bilder gesammelt, die im Ergebnisteil nur
bearbeitet wiedergegeben wurden. Dort wurden Bildteile zum Teil versetzt oder neu
zusammengesetzt, wobei keine Information verfälscht wurde.
Abbildung A.13 stellt die unbearbeitete Fassung zu Abbildung 4.11.2 auf Seite 88 dar.
Die Beschriftung ist wie dort vorgenommen.
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Abbildung A.13: AGE, 1 %, 100 (oben) und 300ms (unten) exponiert, Midori Green. Einige Kolonien
(A–E) wurden mittels colony-PCR (30 Zyklen) getestet.
Oben: Test auf das insert VTE2 mittels Primerpaars At-VTE2.1-fw und hygR-rv, erwartete Produkt-
größe 4303 bp. Positivkontrolle p84JP-At-VTE2.1 (p2.1), Negativkontrolle H2O.
Unten: Virulenz einiger Kolonien A–E , dargestellt durch Ampliﬁkation mittels VCF/VCF-Primern
(Produktgröße 730 bp), Positivkontrolle pRi, Negativkontrollen H2O und p84JP-At-VTE2.1 (p2.1).
Alle Kolonien enthalten die VCR/VCF-Region und damit virulente R-DNA.
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